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Prefacio 


Este livro foi elaborado para ser um instru- 
mento didatico para estudantes de graduagao e 
pos-graduagao. Apos alguns anos ministrando 
a disciplina de Citogenetica para a area da sau- 
de, percebemos que, para ter acesso ao conhe- 
cimento tecnico mais aprofundado, os estu¬ 
dantes precisavam recorrer diretamente a ar- 
tigos cientificos de periodicos internacionais. A 
inexistencia de uma obra didatica e ao mesmo 
tempo aprofundada sobre o tema nos impul- 
sionou nesse desafio de abordar a citogenetica 
humana da maneira mais completa possivel. 

Entre as preocupagoes dos autores desta 
obra, estava a obrigatoriedade da realizagao 
de revisoes bibliograficas para que o leitor te- 
nha acesso, em cada tema abordado, aos arti- 
gos recentemente publicados na area. 

O livro inicia com um breve historico e par¬ 
te para a citogenetica basica, desde a estrutu- 


ra normal do cromossomo humano, passando 
pelos mecanismos de divisao celular e seu con- 
trole (bases importantes para quern pretende 
entender o cancer) ate os cariotipos alterados, 
sempre comentando as ultimas descobertas 
publicadas na literatura. A partir dessa base, 
sao abordadas as diversas areas da citogeneti¬ 
ca: a epigenetica, as tecnicas de mutagenese e 
o diagnostico citogenetico do cancer. 

A citogenetica molecular, com suas apli- 
cagoes - inclusive no diagnostico pre-natal, 
pre-implantacional e nas sindromes de micro- 
delegoes - tambem e amplamente abordada. 
Para finalizar, contamos com um primoroso 
capitulo do professor Albert Schinzel, que nos 
brinda com sua experiencia no diagnostico cli- 
nico das cromossomopatias. 
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Capitulo 1 


Margarete Sune Mattevi 
Jaqueline Andrades de Miranda 


Historia da 
citogenetica clinica 


O initio da citogenetica humana e geral- 
mente atribuido a Walther Flemming, um 
citologista e professor de anatomia austriaco 
que, em 1882, publicou as primeiras ilustra- 
goes dos cromossomos humanos. Flemming 
tambem se referiu a porgao coravel do nucleo 
como cromatina, alem de ter sido o primeiro 
a utilizar o termo mitose. Em 1888, Waldeyer 
introduziu a palavra cromossomo , a partir das 
palavras gregas para “corpo colorido”, e varios 
cientistas proeminentes da epoca comegaram 
a formular a ideia de que os determinantes da 
hereditariedade sao transportados pelos cro¬ 
mossomos. Apos a “redescoberta” da heranga 
mendeliana, em 1900, Sutton (e na mesma 
epoca, de forma independente, Boveri) de- 
senvolveu formalmente a chamada Teoria 
Cromossomica da Heranga. Sutton combinou 
as disciplinas de Citologia e Genetica quando 
denominou o estudo dos cromossomos como 
Citogenetica. 

Em parte devido a melhorias nas lentes op¬ 
ticas, no final do seculo 19 e inicio do seculo 20, 
o estudo da citogenetica continuou, com enfa- 
se especial, por parte de alguns citologistas, 


na determinagao do numero correto de cro¬ 
mossomos, assim como em qual seria a confi- 
guragao sexual dos seres humanos. Surgiram 
varios relatos, com diferentes estimativas. 
Por exemplo, em 1912, von Winiwarter con- 
cluiu que os homens tern 47 cromossomos e 
as mulheres 48, propondo para a nossa espe- 
cie um mecanismo de determinagao do sexo 
do tipo XX/Xo. Em seguida, Painter 1 estudou 
cromossomos meioticos derivados dos tes- 
ticulos de varios prisioneiros enforcados no 
estado do Texas (Figura 1.1). Painter 1 rela- 
tou o numero diploide humano como sendo 
definitivamente 48 (o dobro dos 24 bivalen- 
tes que observou), embora, dois anos antes, 
ele houvesse preliminarmente referido que 
algumas de suas melhores amostras mostra- 
vam um numero diploide de 46. No mesmo 
estudo, o autor tambem propos que nos seres 
humanos os cromossomos sexuais seriam o X 
e o Y. Um ano mais tarde, Levitsky 2 sugeriu o 
termo cariotipo para descrever o arranjo or- 
denado de cromossomos. Com a passagem do 
tempo, apesar das melhorias tecnicas, houve 
claramente algumas dificuldades em visuali- 




(b) 


Figura 1.1 

Desenhos dos trabalhos ori¬ 
ginals de (a) von Winiwar¬ 
ter, mostrando uma mitose 
espermatogonial, e de (b) 
Painter 1 , mostrando o bi- 
valente sexual na primeira 
anafase da meiose. 
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zar ou discriminar corretamente os cromosso- 
mos humanos, e o numero diploide de 48 de 
Painter 1 foi “confirmado” por diversas vezes 
ao longo das decadas seguintes. 

Em 1952, Hsu, 3 por exemplo, notificou que 
a analise dos cromossomos poderia ser facili- 
tada ao se estudar celulas cultivadas em vez de 
celulas obtidas a partir de cortes histologicos. 
O autor, a seguir, demonstrou a utilidade des- 
te metodo (cultivo de tecidos) ao emprega-lo 
na analise de culturas de celulas embrionarias 
humanas, a partir da qual foi construido as- 
sim um ideograma de todos os 48 cromosso¬ 
mos humanos de metafases mitoticas. 

Assim como em outras importantes desco- 
bertas, a corregao desta imprecisao cientifica 
deu-se gragas a um evento nao planejado - 
um erro de laboratorio! Sua origem pode ser 
encontrada no adendo que aparece no final de 
um artigo de Hsu: 3 “verificou-se, apos este ar- 
tigo ter sido enviado a publicagao, que as me¬ 
tafases melhor espalhadas resultaram de um 
acidente. Antes da fixagao, em vez de serem 
lavadas com uma solugao salina isotonica, as 
culturas foram lavadas em uma solugao hipo¬ 
tonica” (no caso da solugao hipotonica, a agua 
entra nas celulas por osmose, ocasionando o 
aumento das membranas celulares e separan- 
do os cromossomos, tornando mais facil sua 
visualizagao). Este acidente foi a chave que 
desbloqueou o futuro da citogenetica humana. 
Dentro de um ano, Hsu e Pomerat, 4 perceben- 
do o potencial deste evento fortuito, relataram 
um procedimento de “choque hipotonico”. Em 
1955, Ford e Hamerton 5 tinham modificado 


essa tecnica e tambem tinham trabalhado em 
um metodo de pre-tratamento das celulas cul¬ 
tivadas com colchicina, de forma a bloquear 
o fuso mitotico e, assim, acumular celulas em 
metafase. Joe Hin Tjio, um americano nasci- 
do na Indonesia, fez um estagio no laboratorio 
de Ford e Hamerton para aperfeigoar ainda 
mais estas tecnicas. Em novembro de 1955, foi 
convidado por Tjio em Lund, Suecia, a traba- 
lhar no laboratorio de seu colega, Levan, um 
espanhol que tinha aprendido os metodos de 
colchicina e de solugao hipotonica no labora¬ 
torio de Hsu (no Instituto Sloan-Kettering, 
em Nova York) com culturas de fibroblastos 
de pulmao de embrioes humanos. 

Tjio e Levan 6 otimizaram o metodo de col- 
chicina/hipotonica para estas celulas e, em 
janeiro de 1956 (apos cuidadosa revisao das 
imagens de decadas de trabalhos apresenta- 
dos anteriormente), relataram, diplomatica- 
mente, que o numero diploide humano pare- 
cia ser 46, nao 48 (Figura 1.2). Tjio e Levan 6 
concluiram seu artigo declarando o seguinte: 
“nao queremos generalizar nossos achados, 
mas informamos que o numero cromosso- 
mico do homem e 2n=46, pois e dificil evitar 
concluir que essa seria a explicagao mais natu¬ 
ral para as nossas observagoes”. Logo a seguir, 
Ford e Hamerton 7 confirmaram a constatagao 
de Tjio e Levan, 6 e o que foi um dogma por 
mais de 30 anos foi derrubado pelo que se tor- 
nou um artigo classico da literatura cientifica. 
Inicia-se, entao, a era da citogenetica clinica 
quando, tres anos depois, sao identificadas 
quatro sindromes cromossomicas. 



Figura 1.2 

Metafase obtida com o uso 
de colchicina a partir de 
fibroblastos de pulmao 
embrionario humano, culti- 
vados in vitro , do trabalho 
original de Tjio e Levan 6 . 



O conceito de que uma anormalidade en- 
volvendo os cromossomos poderia ter um 
efeito fenotipico nao era original. Em 1932, 
Waardenburg sugeriu de que a sindrome de 
Down talvez pudesse ser o resultado de uma 
aberragao cromossomica, mas a ciencia da 
epoca nao podia nem provar nem refutar esta 
ideia, o que iria demorar quase tres decadas. 
Em 1958, Lejeune, estudando os cromosso¬ 
mos de fibroblastos em cultura de pacientes 
com sindrome de Down (e, em 1959, Lejeune 
e colaboradores), descreveu um cromossomo 
extra em suas celulas. Foi relatada uma tris- 
somia envolvendo um dos menores pares de 
cromossomos, que acabaria sendo referida 
como trissomia 21. 8 

Em 1959, tambem foram descritas mais 
tres sindromes cromossomicas, todas en¬ 
volvendo os cromossomos sexuais. Ford e 
colaboradores 9 relataram que mulheres com 
a sindrome de Turner tern 45 cromossomos, 
aparentemente com um unico cromossomo X 
e nao o Y; Jacobs e Strong 10 demonstraram 
que homens com a sindrome de Klinefelter 
apresentam 47 cromossomos, com o acresci- 
mo de um cromossomo pertencente ao grupo 
que contem o cromossomo X. Tambem foi 
demonstrado por Patricia Jacobs que uma 
mulher com disfungao sexual e portadora de 
47 cromossomos com um complemento se¬ 
xual XXX. 

O sexo cromossomico apresentado por 
essas sindromes contribuiu para explicar um 
fenomeno que havia sido observado dez anos 
antes. Em 1949, Barr e Bertram, 11 estudan¬ 
do celulas neurais de gato, observaram um 
pequeno corpusculo corado na periferia da 
interfase de alguns nucleos. Seus registros 
foram suficientemente detalhados para eles 
aperceberem-se que isso ocorria apenas nos 
nucleos dos gatos do sexo feminino. Esse ele- 
mento, por eles designado de cromatina se¬ 
xual (agora conhecida como cromatina do X 
ou corpusculo de Barr), corresponde, na ver- 
dade, ao cromossomo X inativado, presente 
em celulas nucleadas de todos os mamiferos 
do sexo feminino normais, mas ausente em 
machos normais. A constatagao de que nas 
sindromes de Turner e de Klinefelter e nas 
pacientes XXX ocorrem respectivamente o, 
1 e 2 corpusculos de Barr esclareceu o meca- 
nismo de determinagao do sexo em seres hu- 
manos, confirmando, pela primeira vez, que 


e a presenga ou a ausencia do cromossomo Y 
que determina masculinizagao, e nao apenas 
o numero de cromossomos X presentes, como 
em Drosophila. Em 1961, foi desenvolvido por 
Mary Lyon 12 um mecanismo de compensagao 
de dose em mamiferos com base em um unico 
cromossomo X ativo, o que, desde entao, tern 
sido conhecido como a hipotese de Lyon. 

Nao demorou muito tempo depois do relato 
de Lejeune e colaboradores 8 da base cromos¬ 
somica da sindrome de Down para que outras 
anormalidades autossomicas fossem des- 
cobertas. Em i960, Patau e colaboradores 13 
descreveram duas criangas com um cromos¬ 
somo semelhante extra no “grupo D”. Logo a 
seguir, Edwards e colaboradores 14 apresenta- 
ram “uma nova sindrome trissomica” em um 
bebe e em uma garota com uma constelagao 
de anormalidades fenotipicas e portadores 
de outra trissomia autossomica. A primeira 
ficou conhecida como sindrome de Patau ou 
“trissomia D”, e a segunda, como sindrome de 
Edwards ou “trissomia E” (trissomias 13 e 18, 
respectivamente). 

Tambem em i960, Nowell e Hungerford 15 
relataram a presenga do “cromossomo 
Filadelfia”, na leucemia mieloide cronica, evi- 
denciando, pela primeira vez, uma associagao 
entre cromossomos e cancer. Em 1963 e 1964, 
Lejeune e colaboradores 16 ’ 17 relatam que tres 
recem-nascidos (RNs) com a sindrome do 
choro do “miado do gato” (cri du chat) e outras 
anomalias fenotipicas portavam uma delegao 
do brago curto de um cromossomo do “grupo 
B”, designado como cromossomo 5. No espago 
de dois anos, Jacobs e colaboradores 18 descre¬ 
veram “um comportamento agressivo, com 
uma subnormalidade mental em um homem 
XYY”. Neste periodo, tambem foram relata- 
das instabilidades cromossomicas associadas 
a sindrome de Bloom e a anemia de Fanconi. 
Ja outros avangos tecnicos anteriores haviam 
facilitado a rotina do estudo dos cariotipos de 
pacientes. Assim, em i960, Nowell 19 observou 
que a fitoemaglutinina (presente no extrato 
do feijao roxo), utilizada para separar as he- 
macias dos leucocitos, estimulava a divisao 
dos linfocitos. Esta descoberta aboliu a ne- 
cessidade de se realizar aspirados da medula 
ossea, considerada, anteriormente, a melhor 
metodologia para a obtengao de um numero 
suficiente de celulas que entram em divisao 
espontaneamente. Assim, passou a ser possi- 
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vel obter-se celulas mitoticas adequadas para 
a analise de cromossomos de quase qualquer 
pessoa. 

Contudo, passados nove anos da desco- 
berta do numero de cromossomos em seres 
humanos, somente tres trissomias autos- 
somicas, quatro aneuploidias sexuais, uma 
anormalidade estrutural (uma delegao), uma 
anormalidade cromossomica adquirida e as- 
sociada ao cancer e dois disturbios de quebra 
cromossomica haviam sido descritos como 
“sindromes cromossomicas” reconheciveis. 
Uma nova disciplina laboratorial clinica ha- 
via nascido. Estaria ela destinada unicamente 
ao diagnostico de algumas poucas anormali- 
dades? Na epoca, este parecia ser o cenario 
mais provavel. Ainda que certos pares fossem 
distinguiveis pelo tamanho e pela posigao do 
centromero, os cromossomos nao podiam ser 
identificados individualmente e, como resul- 
tado, as anormalidades especificas de um pa- 
ciente podiam ser observadas, mas nao carac- 
terizadas. Alem disso, a existencia de certas 
anormalidades, como inversoes envolvendo 
um unico brago do cromossomo (as chamadas 
inversoes paracentricas ), abria a possibilida- 
de de formular hipoteses, mas nao trazia con- 
sigo qualquer prova, pois estas anomalias nao 
eram visualizaveis. De fato, parecia que, sem 
um metodo que permitisse a identificagao de- 
finitiva de cada cromossomo (e, o mais impor- 
tante, das regioes de cada cromossomo), este 
novo campo da medicina teria seu escopo li- 
mitado ao estudo de alguns poucos disturbios. 
Durante certo tempo, a citogenetica permane- 
ceu relegada a este destino. 

Foi quando, em 1968, Torbjorn Caspersson 
observou que, sempre que os cromossomos 
vegetais eram corados com compostos fluo- 
rescentes derivados da quinacrina, a fluores¬ 
cencia que mostravam nao era uniforme: ao 
contrario, uma serie de bandas cintilantes e 
opacas era observada ao longo de todo o com- 
primento do cromossomo. Ademais, cada par 
fluorescia de acordo com um padrao diferen- 
te, de forma que cromossomos anteriormente 
indistinguiveis podiam agora ser reconheci- 
dos. Caspersson e colaboradores, 20-22 entao, 
voltaram suas atengoes do estudo dos cromos¬ 
somos vegetais para a investigagao dos cro¬ 
mossomos humanos. Os autores formularam 
a hipotese de que um derivado da quinacrina, 
a quinacrina mostarda (QM), ligava-se prefe- 


rencialmente aos residuos de guanina, e que 
as regioes ricas em guanina e citosina (GC) 
dos cromossomos deveriam, portanto, gerar 
“bandas” mais brilhantes — tal como inicial- 
mente as chamaram — enquanto as regioes 
ricas em adenina e timina (AT) teriam aparen- 
cia opaca. Apesar de ter sido provado poste- 
riormente que sao as regioes ricas em AT que 
apresentam marcante fluorescencia e que o 
diidrocloreto de quinacrina funciona tao bem 
quanto a propria QM, em 1971, Caspersson 
e colaboradores 20 conseguiram produzir um 
unico padrao de bandeamento para cada par 
de cromossomos humanos. Pela primeira vez, 
cada cromossomo humano pode ser identifi- 
cado em definitivo. 

Entretanto, o metodo era trabalhoso, exi- 
gindo um microscopio de fluorescencia relati- 
vamente caro e um ambiente que pudesse ser 
escurecido. Alem disso, a fluorescencia nor- 
malmente esvaecia-se ou apagava-se depois 
de poucos minutos, o que dificultava a analise 
microscopica em tempo real. Estes obstaculos 
foram vencidos um ano mais tarde, quando o 
uruguaio Eduardo Drets e a norte-americana 
Margareth Shaw 23 descreveram um metodo 
para a produgao de padroes de bandeamen¬ 
to cromossomico semelhantes utilizando um 
pre-tratamento com alcali e solugao fisiologi- 
ca e coloragao com Giemsa (um composto de- 
senvolvido para a identificagao do protozoario 
causador da malaria em esfregagos de sangue). 
Nao obstante o fato de algumas das designa- 
goes de cromossomos propostas por Drets e 
Shaw 23 terem sido alteradas (sobretudo em 
favor daquelas propostas por Caspersson), o 
metodo — e as diversas variantes que se segui- 
ram — facilitou a ampla utilizagao de tecnicas 
citogeneticas na clinica medica. Apesar de a 
disponibilidade de individuos com o treina- 
mento e a experiencia adequados limitar o nu¬ 
mero e a capacidade dos laboratories capazes 
de executar estes procedimentos (dificuldade 
que persiste no presente, em alguns casos), a 
tecnologia propriamente dita estava ao alcan- 
ce de qualquer instituigao. Seguiu-se a isso a 
definigao de uma gama de anormalidades e 
sindromes cromossomicas: aneuploidias, de- 
legoes, microdelegoes, translocagoes, inver¬ 
soes (incluindo a paracentrica), insergoes e 
mosaicos, alem de uma crescente colegao de 
rearranjos e outras anomalias citogeneticas 
associadas a neoplasias e um numero aparen- 



temente infinito de rearranjos especificos a 
um paciente ou a uma familia. 

Gragas a aplicagao destas tecnologias, via- 
bilizando a identificagao de regioes cada vez 
menores do cariotipo, genes e cromossomos 
passaram a ser mapeados a uma velocidade 
estonteante. Abriu-se o caminho para o sur- 
gimento da citogenetica molecular , uma dis- 
ciplina que utiliza as tecnicas de hibridizagao 
in situ por fluorescencia (FISH). Nos ultimos 
anos, o desenvolvimento da FISH e de muitas 
outras tecnicas dela derivadas despertou um 
interesse ainda maior no cariotipo humano. 
Com isso, chegamos ao momento presente. 
Mais de um milhao de analises citogeneticas 
e citogeneticas moleculares sao realizadas a 
cada ano, em mais de 400 laboratories em 


todo o mundo. Gestantes acima de 35 anos 
de idade ou aquelas que apresentam resul- 
tados desviantes de screening genetico roti- 
neiramente passam por testes citogeneticos, 
e muitas na verdade tambem fazem analises 
de ploidia via FISH, como parte da rotina pre- 
-natal. No caso de criangas com disturbios fe- 
notipicos e/ou mentais e de casais que sofrem 
com problemas de reprodugao, a citogenetica 
ganhou lugar no quotidiano das investigagoes 
clinicas, e a FISH possibilita visualizar altera- 
goes sutis demais para serem detectadas por 
meio da analise cromossomica classica. A ci¬ 
togenetica tradicional e a FISH em particular 
disponibilizam, tambem, informagoes vitais 
ao diagnostico, prognostico, tratamento e mo- 
nitoramento de uma diversidade de canceres. 
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Estrutura do cromossomo 
humano e organiza^ao 
molecular da cromatina 


Estrutura basica do DNA 

O DNA e um longo polimero de fitas duplas 
e antiparalelas, em forma de helice, formado 
por tres componentes basicos: um agucar 
(pentose - desoxirribose), um grupo fosfato e 
dois tipos de bases nitrogenadas - as pirimi- 
dinas (citosina e timina) e as purinas (adeni- 
na e guanina), representadas pelas letras C, T 
e A, G, respectivamente. Um agucar ligado a 
uma base constitui um nucleosideo. Quando 
o nucleosideo contem um grupo fosfato ligado 
ao carbono 5’ ou 3’, em uma ligagao fosfodies- 
ter, forma-se um nucleotideo, que e a unidade 
fundamental de repetigao do DNA. 

As fitas de DNA sao unidas por pontes de 
hidrogenio que ocorrem entre essas bases late- 
ralmente opostas, formando os pares de bases 
(pb) atraves das seguintes ligagoes especificas: 
a adenina (A) liga-se com a timina (T) e a cito¬ 
sina (C) com a guanina (G). Por essa razao, a 
quantidade de A e a mesma de T e a quantidade 
deCea mesma de G. A informagao genetica 
esta codificada nessa sequencia linear de bases, 
e o fato de as fitas serem complementares torna 
possivel, entre outros fatores, a replicagao da 
molecula a cada ciclo celular. 


Condensa^ao do DNA 

As celulas humanas tern nucleos de, em 
media, 10 p de diametro, e contem mais de 


dois metros de DNA embalados em 46 cro- 
mossomos. Pelo fato de o genoma ocupar um 
espago tao limitado, uma celula deve duplicar 
uniformemente todo seu DNA antes de se di- 
vidir. A fim de realizar esta tarefa, as unidades 
de cromatina se tornam muito compactas e 
maleaveis. Esse processo ainda nao esta total- 
mente esclarecido devido a sua grande com- 
plexidade, tanto estrutural quanto molecular. 

O genoma humano e constituido por apro- 
ximadamente 3,2 x 10 9 nucleotideos que estao 
compactados e distribuidos nos 24 cromos- 
somos (22 autossomicos e 2 sexuais). Cada 
cromossomo e composto por uma unica fita 
de DNA continua (entre 50 milhoes e 250 
milhoes de pares de bases) associada a diver- 
sas proteinas histonicas e proteinas nao his- 
tonicas acidas: esse complexo e chamado de 
cromatina. Essas proteinas sao a base de toda 
a arquitetura do DNA condensado. Alem de 
DNA e proteinas, o RNA tambem faz parte da 
constituigao da cromatina. 

As histonas (Hi, H2A, H2B, H3 e H4) de- 
sempenham uma importante fungao na con- 
densagao da cromatina, estando presentes em 
grandes quantidades - cerca de 60 milhoes de 
tipos de moleculas em cada celula. Elas sao 
proteinas pequenas de pH basico acentuado 
(alta proporgao dos aminoacidos lisina e argi- 
nina) e que facilitam a interagao com o DNA. 

A fita de cromatina e condensada primeira- 
mente em nucleossomos - estrutura proposta 
por Kornberg e Thomas em 1974. 1 O nucleos- 
somo e a unidade fundamental de empacota- 
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mento da cromatina, com 11 nm de diametro, 
e e um complexo composto de oito proteinas 
histonicas (octamero de histonas), organizado 
em um tetramero (H3) 2 (H4) 2 e em dois dime- 
ros H2A-H2B 2 

Neste octamero de histonas, o tetramero se 
configura em uma posigao centralizada e estao 
localizados os dois dimeros. Em torno deste oc¬ 
tamero, um segmento de DNA se enrola e fica 
fixo em aproximadamente 1,75 volta, contendo 
em torno de 146 a 147 pares de nucleotideos. 34 
A histona Hi se encontra ligada nessa regiao, 
fazendo a interagao entre o octamero e o DNA, 
estabilizando o nucleossomo (Figura 2.1). 
A Hi contribui diretamente na compactagao 
longitudinal dos cromossomos e na expressao 
genica. A quantidade de Hi por nucleossomo 
parece ser muito variavel. Uma Hi por nucle¬ 
ossomo pode ser considerada mais como uma 
excegao do que uma regra, diferente do que se 
pensava anteriormente. 5 

Neste primeiro nivel de compactagao, o 
DNA ja reduz sua extensao em um tergo da 
original. Esta conformidade descrita e vista 
in vivo somente em determinadas regioes, 
onde histonas Hi especificas sao removidas. 


Normalmente, a cromatina se encontra sem- 
pre em niveis mais elevados de condensa- 
gao (mesmo na interfase), com um diametro 
de aproximadamente 30 nm. Intercalando 
cada nucleossomo, existe um DNA de ligagao 
(linker DNA ), podendo conter de o a 80 pb. 

A proxima etapa de compactagao da cro¬ 
matina e explicada por varias teorias, pois 
ainda nao esta bem esclarecido se o formato 
do linker DNA e reto ou segue uma curvatura, 
sendo o mais aceito, de acordo com alguns es- 
tudos, 6 o modelo em ziguezague. Neste nivel 
de compactagao, a cromatina chega a um dia¬ 
metro de 30 nm, sendo que os nucleossomos 
localizam-se na parte mais externa da fibra, e 
o papel da histona Hi e imprescindivel para 
a arquitetura e a estabilidade desta estrutura. 
A parte N-terminal da histona H3 tambem 
parece participar da sua integridade, contri- 
buindo para a aproximagao dos nucleossomos 
adjacentes ou modificando a conformagao do 
DNA de ligagao. 

Ainda e pouco elucidada a etapa de con- 
densagao que segue a de 30 nm em nivel 
molecular, mas sabe-se que existe uma orga- 
nizagao em algas de 100 kb, que saem de um 



Figura 2.1 

Esquema tridimensional de 
um nucleossomo. 










eixo central envolvendo uma matriz proteica. 
Acredita-se que e muito importante a partici- 
pagao das proteinas nao histonicas neste com- 
plexo processo, pois elas interagem com os 
nucleossomos e com o DNA de ligagao, contri- 
buindo para a formagao dessa nova estrutura 
da cromatina, juntamente com a histona H3, 
cuja fosforilagao tern fungao de condensar os 
cromossomos de forma padronizada na mito- 
se e na meiose (Figura 2.2). 

A condensagao maxima da cromatina ocor- 
re durante a divisao celular (ver Capitulo 2.3), 
mais especificamente na metafase, etapa na 
qual os cromossomos encontram-se 10.000 
vezes mais curtos do que na forma de DNA 
estendido, sendo que grande parte do genoma 
encontra-se inativada. No entanto, nao e claro 
se a desativagao da cromatina se deve a uma 
atividade enzimatica e/ou a um bloqueio que 
dificulta o acesso dos fatores de transcrigao, ou 
da maquina de remodelagao da cromatina. 7 


Centromero 
(constrigao primaria) 

Centromeros sao regioes cromossomicas 
que tern a habilidade de mediar a ligagao dos 
microtubulos ao DNA, atraves de uma estru¬ 
tura proteica conhecida como cinetocoro. A 
regiao centromerica contem um nucleo central 
para a montagem do cinetocoro durante a di¬ 
visao celular. Esse complexo vai garantir uma 
distribuigao igual de cromossomos para as 


celulas-filhas. 8 O DNA nesta regiao e formado 
por sequencias altamente repetitivas, que origi- 
nam uma constrigao no cromossomo chamada 
de constrigao primaria. Neste sitio, unem-se as 
cromatides-irmas, sendo tambem o local onde 
ocorre a formagao do cinetocoro. 9 

O cinetocoro e uma estrutura unica que liga 
os cromossomos ao fuso acromatico, monito- 
ra essa ligagao de cada cromossomo, atraves 
do checkpoint mitotico (ver Capitulo 4), e une 
as forgas do fuso acromatico e das proteinas 
para mover os cromossomos durante a pro- 
metafase e a anafase (Figura 2.3). 

O segmento cromossomico situado acima 
do centromero e chamado de brago curto (p - 
do frances, petit), e abaixo do centromero fica 
o brago longo (q). Assim, os cromossomos sao 
classificados em tres tipos, conforme a posigao 
do centromero: metacentrico, quando o centro¬ 
mero se localiza aproximadamente na regiao 
central e divide o cromossomo em dois bragos 
de tamanhos similares; submetacentrico, com 
o centromero fora da regiao central e bragos li- 
geiramente desiguais; acrocentrico, com o cen¬ 
tromero proximo da extremidade e um brago 
curto muito pequeno. Em outras especies, exis- 
te ainda um quarto tipo, o telocentrico, no qual 
o centromero esta na extremidade e, por isso, o 
cromossomo nao apresenta brago curto. 

Em metafases de cromossomos humanos 
tratados com colchicina, o centromero e vis- 
to nitidamente em todos os cromossomos. 
Durante a interfase, os centromeros sao vistos 
com coloragao DAPI como estruturas brilhan- 
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Figura 2.2 


Os varios niveis de con¬ 
densagao da cromatina, 
da fita de DNA ao cromos¬ 
somo metafasico. 
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tes no nucleo, indicando a presenga de um Estas estruturas estao envolvidas em di- 

constituinte de cromatina condensada. 10 versas fungoes biologicas essenciais, entre as 

_ quais pode-se mencionar: 


Constri^oes secundarias 

Em humanos, esse tipo de constrigao e ob- 
servado nos bragos curtos dos cromossomos 
acrocentricos. Em consequencia deste estrei- 
tamento, sua extremidade apresenta-se visu- 
almente separada do restante do cromossomo, 
sendo por isso denominada satelite (porgao 
de cromatina que se localiza distal a constri¬ 
gao secundaria dos acrocentricos humanos) 
(Figura 2.4). Essa constrigao frequentemen- 
te e vista, durante a profase, associada ao nu- 
cleolo, razao pela qual e denominada tambem 
regiao organizadora de nucleolos (RON). Essa 
associagao deve-se ao fato de que, nas constri- 
goes secundarias, situam-se os genes que pro- 
duzem subunidades de RNA ribossomais. 


Telomeros 

As extremidades dos cromossomos pos- 
suem uma sequencia de DNA (TTAGGG) re- 
petida muitas vezes (a extensao dos telomeros 
varia de 3 a 20 kb). Essa regiao esta associada 
a proteinas que evitam que os cromossomos 
se juntem uns aos outros, pois cromossomos 
quebrados tendem a se fusionar. 11 Estas repe- 
tigoes, em grande parte, servem como locais 
para vinculagao de proteinas especificas dos 
telomeros que impedem de obter o reparo das 
respostas normalmente ativadas por sequen¬ 
ces de DNA terminals. 


• proteger os cromossomos de recombina- 
goes e fusoes das sequencias finais com 
outros cromossomos; 

• reconhecer danificagoes no DNA; 

• estabelecer mecanismos para replicagoes 
dos cromossomos; 

• contribuir na organizagao funcional cro- 
mossomica no interior do nucleo; 

• participar na regulagao da expressao geni- 
ca, e 

• servir a maquinaria molecular como um 
“relogio” que controla a capacidade repli- 
cativa de celulas humanas e a entrada des- 
tas em senescencia celular. 12 

O tamanho dos telomeros e mantido por 
enzimas, chamadas de telomerases, que adi- 
cionam as repetigoes de seis nucleotideos a 
sua extremidade. 13 

Telomerase 

O DNA e duplicado com o auxilio da en- 
zima DNA-ligase, de forma semiconservati- 
va, tendo cada nova molecula-filha de DNA 
uma fita oriunda da molecula-mae e uma 
fita recem-sintetizada. A DNA-polimerase e 
eficaz em grande parte do cromossomo, po- 
rem e totalmente inutil no final dos termi¬ 
nals telomericos devido a impossibilidade de 
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agao da ligase por total falta de sitio para o 
seu anelamento a sequencia-mae, gerando o 
encurtamento dos telomeros. E no ponto de 
impossibilidade de agao do complexo DNA- 
-polimerase / RNA-polimerase/helicase/liga¬ 
se que a telomerase atua, impedindo o en¬ 
curtamento telomerico. 14 

A enzima telomerase utiliza um componen- 
te interno, e tambem desempenha um papel 
importante, pois impede que as sequencias 
telomericas terminais se percam a cada divi- 
sao celular. No entanto, essa enzima so esta 
ativa nas celulas germinativas e embrionarias. 
Logo, a medida que se multiplicam, as celulas 
somaticas sofrem um encurtamento de suas 
extremidades, devido a uma falta de ativida- 
de da telomerase. 15 Talvez esse encurtamento 
funcione como um sinalizador para os meca- 
nismos de apoptose, indicando que a celula 
esta envelhecendo e apresenta maior possibi- 
lidade de sofrer uma alteragao estrutural. 

O funcionamento dos telomeros e crucial 
para o crescimento celular e a estabilidade do 
cromossomo. A maioria das celulas somaticas 
humanas tern pouca ou nenhuma atividade 
da enzima telomerase, e seus telomeros estao 
sujeitos a redugao progressiva. 16 A telomerase 
e uma proteina essencial para o crescimento 
de celulas normais, e sua desregulagao pode 
ter consequencias diretas no envelhecimento 
e levar ao cancer. 17 

Ate agora, seis grandes proteinas telome¬ 
ricas foram identificadas em celulas huma¬ 
nas, quais sejam: TRFi, TRF2, RAPi, TIN2, 
POTi e TPPi (anteriormente PTOP, PIPi, ou 
TINT1). 18 Essas proteinas desempenham fun- 


goes distintas, mas relacionadas aos telome¬ 
ros. 


Caracteristicas 
variaveis normais dos 
cromossomos humanos 

Alguns cromossomos humanos apresen- 
tam variagoes no tamanho de parte de sua es- 
trutura, sem consequencias fenotipicas. 

Heterocromatina (h) dos 
cromossomos l, 9,16 e Y 

As regioes de heterocromatina presentes 
nos cromossomos l, 9, 16 e Y, que coram com 
a tecnica de bandeamento C (ver Capitulo 6), 
sao altamente variaveis em tamanho, sendo 
que variagoes muito grandes devem ser indi- 
cadas no cariotipo. 

Exemplos: 

46 ,XY, 9 qh+ 

Cariotipo masculino com um dos cromos¬ 
somos 9, apresentando a regiao de heterocro¬ 
matina aumentada. 

46 ,XX,i 6 qh- 

Cariotipo feminino com um dos cromosso¬ 
mos 1, apresentando a regiao de heterocroma¬ 
tina muito pequena. 

46 ,XYqh+ 

Y apresenta a regiao de heterocromatina 
aumentada. 


Figura 2.4 

Classificagao 
dos cromosso¬ 
mos humanos 
de acordo com 
a posigao do 
centromero 
(cromossomos 
humanos 
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Satelites (s) e hastes 
dos satelites (stk) dos 
cromossomos 13,14,15, 21 e 22 

Os bragos curtos dos cromossomos acro- 
centricos que podem ser identificados pela 
tecnica de bandeamento NOR (ver Capitulo 6) 
tambem podem apresentar tamanho variado, 
tanto no proprio satelite quanto na haste do 
satelite ou pediculo (Figura 2.4). Essas varia- 
goes podem ser apontadas no cariotipo. 


Exemplos: 

46 ,XX, 2 ipstk+ 

Cariotipo feminino, apresentando um dos 
cromossomos 21 com a haste do satelite au- 
mentada. 

46 ,XY,i 3 ps+ 

Cariotipo masculino, apresentando o sate¬ 
lite de um dos cromossomos 13 aumentado. 
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Ciclo celular 


Introdu^ao 

Em organismos unicelulares, existe uma 
pressao seletiva para que cada celula cresga e 
se divida o mais rapido possivel, porque a re- 
produgao celular e responsavel pelo aumento 
do numero de individuos. De um modo geral, 
podemos identificar em organismos multi- 
celulares a presenga de dois tipos de celulas: 
as somaticas e as reprodutoras. As primeiras 
se dividem atraves de um processo chamado 
de mitose, no qual a celula-mae da origem a 
duas celulas-filhas, com o numero identico de 
cromossomos da celula-mae. Ja as reprodu- 
tivas formam-se atraves da meiose, que e um 
processo de divisao celular em que a celula de 
origem forma quatro outras, com a metade 
dos cromossomos da celula inicial. Tais pro- 
cessos serao mais profundamente abordados 
a seguir. 

Nos humanos, a carga genetica das celu¬ 
las somaticas e de 46 cromossomos, sendo, 
portanto, diploides (2n). As celulas gameti- 
cas sao chamadas de haploides, uma vez que 
possuem 23 cromossomos, pois na meiose os 
homologos se separam e somente no momen¬ 
ta da fecundagao, onde um ovulo une-se a um 
espermatozoide, e restabelecido o numero de 
cromossomos normal da especie (46 - 23 cro¬ 
mossomos autossomicos e dois sexuais). 


Ciclo celular 

A divisao celular e uma sequencia de even- 
tos na qual o crescimento da celula ocorre pela 
replicagao de todos os seus componentes, com 
a posterior divisao em duas celulas-filhas. 


Entao, cada uma das celulas-filhas recebe 
toda a maquinaria e as informagoes necessa- 
rias para repetir o processo. 1 

Apesar de especies unicelulares, tais como 
leveduras e bacterias, se dividirem para gerar 
novos organismos, a selegao natural favorece 
as celulas que mais rapidamente crescerem e 
se dividirem, sobrevivendo as melhores. Sua 
proliferagao e restrita a disponibilidade de 
nutriente e a exigencia eventual de acasala- 
mento sexual. 2 Em especies multicelulares, 
os diversos ciclos de divisao celular que ocor- 
rem necessariamente, inclusive em individuos 
adultos, servem para substituir as celulas que 
sao danificadas, funcionalmente deficientes 
ou perdidas por morte celular programada, 
tendo uma importante influencia na saude, 
prevenindo ate mesmo o cancer. 3 Assim, um 
adulto humano precisa manufaturar milhoes 
de celulas novas a cada segundo simplesmen- 
te para manter um estado de equilibrio, e se 
a divisao celular for danificada, por exemplo, 
por uma dose grande de radiagao ionizante, o 
individuo morrera em poucos dias. 4 

Para produzir e manter a intrincada estru- 
turagao do organismo, as celulas componen¬ 
tes precisam obedecer a controles rigidos que 
limitam sua proliferagao. Em outro dado ins- 
tante, a maioria das celulas no adulto nao esta 
crescendo ou se dividindo, mas sim em estado 
de repouso, realizando fungoes especializadas 
enquanto nao esta sofrendo divisao celular. 
Somente nutrientes nao sao suficientes para 
que a celula de um organismo multicelular 
cresga e se divida: a celula necessita receber 
sinais positivos especificos de outras celulas. 
Muitos desses sinais sao proteinas chamadas 
de fatores de crescimento, os quais se ligam a 
receptores complementares situados na mem- 
brana plasmatica para estimular a prolifera- 





gao celular. Estes sinais positivos agem anu- 
lando controles negativos intracelulares que 
poderiam restringir o crescimento e bloquear 
o funcionamento do sistema-controle do ciclo 
celular. Assim, enquanto uma levedura bem 
nutrida se prolifera a menos que receba um si- 
nal negativo para repousar, uma celula animal 
repousa a menos que receba um sinal positivo 
para proliferar. 2 

A celula e encaminhada a progressao no ci¬ 
clo por mecanismos de regulagao relacionados 
ao crescimento, a multiplicagao, a diferencia- 
gao celular, a reposigao de celulas mortas, a 
regeneragao de partes danificadas de tecidos 
ou orgaos e a condigao de latencia. Quando 
ocorre falha nesses mecanismos, as celulas 
podem sofrer apoptose (morte celular progra- 
mada descrita no capitulo de controle do ciclo 
celular) - por esse meio, o organismo controla 
e mantem constante o numero de celulas de 
tecidos e orgaos, livra-se de celulas danifica¬ 
das e, ainda, elimina celulas indesejaveis e nao 
genese. Se o balango entre a proliferagao celu¬ 
lar e a apoptose nao for bem regulado, pode 
ocorrer o desenvolvimento de um tumor. 

Devemos considerar dois momentos do ci¬ 
clo celular: o que esta entre as duas divisoes, 
onde ha o crescimento da celula, denominado 
interfase, e a divisao propriamente dita, pela 
qual se originam duas celulas-filhas e que se 
caracteriza pela divisao do nucleo chamada de 
mitose, seguida pela divisao do citoplasma ou 
citocinese. 

A celula passa a maior parte do tempo 
em interfase, mas atraves de sinais quimicos 
externos (hormonios e fatores de crescimen¬ 
to) ou internos (ciclinas e quinases - CDKs), 
a celula e sinalizada para entrar em divisao. 
Estes sinais que controlam o ciclo provem de 
fora para dentro da celula, pois os fatores de 
crescimento liberados ligam-se aos recepto- 
res de membrana das celulas-alvo e estes vao 
estimular a produgao de sinalizadores intra¬ 
celulares, ativando a cascata de fosforilagao 
intracelular e induzindo a expressao de genes 
que sao essenciais para o controle do ciclo ce¬ 
lular (composto por CDKs e ciclinas, descritas 
em detalhe no capitulo de controle do ciclo 
celular). 

Antigamente, o ciclo celular era monito- 
rado pela observagao de eventos de segrega- 
gao cromossomica por microscopia optica e 


replicagao do DNA, medindo-se a incorpo- 
ragao de precursores radioativos pelo DNA. 
Experimentos mais recentes forneceram pers- 
pectivas mais novas e mais simples mostrando 
que um sistema-controle do ciclo celular e que 
coordena o ciclo como um todo. As proteinas 
deste sistema-controle apareceram primeira- 
mente ha mais de um bilhao de anos e foram 
tao bem conservadas que muitas delas fun- 
cionam perfeitamente quando transferidas de 
uma celula humana para uma levedura. Sendo 
assim, podemos estudar o sistema-controle 
em uma variedade de organismos eucarioticos 
e usar os resultados de todos eles para montar 
um quadro unificado de como as celulas cres- 
cem e se dividem. 4 

A duragao do ciclo mitotico pode variar de 
acordo com os diferentes organismos e teci¬ 
dos. Parece que a regra geral e quanto maior a 
quantidade de DNA, maior a duragao do ciclo 
mitotico. Os ciclos celulares mais curtos que 
se conhece sao os de embrioes de moscas, cada 
um durando somente oito minutos, enquanto 
os ciclos celulares de uma celula hepatica de 
mamifero podem durar mais de 12 meses. 

Interfase 

E o periodo do ciclo celular em que a celula 
aumenta o seu volume e duplica os cromosso- 
mos. Erroneamente, era dito que a celula esta 
em repouso nesta fase: nela, nao so ocorre o 
crescimento continuo da celula como tambem 
operam mecanismos de controle cruciais para 
o desenvolvimento coordenado dos ciclos de 
crescimento, replicagao e divisao celular, fa- 
zendo com que outras estruturas celulares 
tambem se preparem para a divisao. 

Como foi dito anteriormente, a celula passa 
a maior parte da vida em interfase, sendo esta 
a mais demorada. Para melhor entendimento, 
ela e classificada como tres periodos: G 1; S, G 2 
(Figura 3.1), que podem ser estudados pela 
utilizagao de precursores radioativos ou por 
citofotometria. O primeiro metodo tern como 
principio o uso de precursores radioativos do 
DNA como a timidina tritiada, que, quando 
processados, possibilitam a visualizagao do 
fato de a celula estar ou nao em divisao; ja o 
segundo metodo tambem mede a quantidade 
de DNA de celulas individuais em populagao 
celular, mas utiliza corantes especificos para 
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DNA ou corantes fluorescentes que se ligam a 
pontos especificos da molecula de DNA. 5 

Antes que a celula possa se dividir, ela tem 
que crescer ate alcangar um tamanho adequa- 
do e constante. Em fungao disso, cerca de 95% 
do ciclo sao gastos na interfase, mas o tempo 
medio varia muito de acordo com a celula e 
suas condigoes fisiologicas, como idade celu¬ 
lar, disponibilidade de hormonios e de fatores 
de crescimento, temperatura, pressao osmoti- 
ca, pressao hidrostatica e pressao de oxigenio 
externo, e mesmo com o ritmo circadiano que 
ocorre em animais. 6 

O material da celula encontra-se total ou 
parcialmente descondensado, sendo este o 
mesmo que preenche a maior parte do nucleo 
interfasico, denominado cromatina. Quando 
vista em microscopio optico ou eletronico, e 
possivel notar que existe diferenga entre te- 
cidos animais. Entretanto, existe certa cons- 
tancia dentro do individuo, havendo variagoes 
entre as especies. 

Nas fases G (gaps, que significa intervalo), 
a quantidade de DNA celular se mantem cons¬ 
tante em fungao do tempo, mas na fase S e que 
ocorre a duplicagao das cromatides. No peri- 
odo G 1; toda a sintese de RNA e de proteinas 


que estava inativa na mitose volta a funcionar 
e, com isso, ocorre o crescimento das celulas. 
Comegam a ser sintetizadas proteinas, lipide- 
os e glicideos. 7 Tais moleculas serao utilizadas 
na formagao da membrana celular das duas 
novas celulas. Cerca de 80% do RNA sinteti- 
zado sao constituidos de RNAr. Ao longo da 
fase, existem picos de sintese de proteinas; 
algumas, porem, apresentam picos durante o 
intervalo. Enzimas tais como as catalisadoras 
da sintese de trifosfatos de desoxirribonucleo- 
sideos e da sintese das DNA-polimerases e as 
ativadoras dos genes que codificam as prote¬ 
inas histonicas, devem ocorrer nesse periodo 
porque aumentam sua quantidade na fase S. 
Nesse periodo tambem comegam a ser evi- 
denciados os primordios de novos centriolos. 
Muito da importancia do periodo G x deriva do 
seu papel controlador de uma decisao celular 
essencial: continuar proliferando ou retirar-se 
do ciclo e entrar em G 0 . Essa decisao de sair da 
fase G ± e comegar um novo ciclo de sintese de 
DNA e mitose tambem e chamada de start , 8 
sendo esse fenomeno determinado primaria- 
mente por sinais extracelulares, como fato¬ 
res de crescimento, que desencadeiam varias 
respostas intracelulares, bem como por uma 
avaliagao sobre se a massa celular e suficiente 















para dar suporte a um ciclo de divisao celular. 
Isso, por sua vez, e monitorado por controla- 
dores internos do ciclo, constituidos por diver- 
sos componentes proteicos, que agem intro- 
duzindo ou impedindo a progressao do ciclo. 2 
Esta e a etapa mais variavel quanto a duragao, 
podendo ocupar 30 a 50% do tempo total do 
ciclo interfasico ou faltar totalmente em celu- 
las de divisao rapida, como por exemplo as do 
embriao em fase inicial dos 90 mamiferos e as 
formas inferiores como as leveduras. 9 

A fase S e marcada pela sintese de DNA 
e a sintese de histonas. 10 Na grande maioria 
dos casos, e um ponto em que nao ha retor- 
no, levando necessariamente a divisao celu¬ 
lar. Durante essa fase, a quantidade de DNA 
e duplicada perfeitamente, devido a este even- 
to chamado de replicagao. A replicagao do 
DNA consiste basicamente no rompimento 
das fracas pontes de hidrogenio entre as ba¬ 
ses, deixando um unico filamento de DNA, 
com duas bases nao pareadas. A medida que 
a molecula vai se desenrolando (processo que 
pode ser comparado a abertura de um ziper), 
separam-se os dois filamentos de DNA, tendo 
como resultado a formagao de uma bolha de 
replicagao , que subsequentemente se estende 
assumindo uma forma de Y chamada de for- 
quilhas de replicagao. Assim, a quantidade de 
DNA, que era de 2C, passa a ser de 4C para 
que em cada celula-filha a quantidade 2C de 
DNA seja mantida. Durante a replicagao, as 
duas fitas do DNA original sao copiadas, ori- 
ginando duas celulas-filhas, cada qual com 
somente uma das fitas recem-sintetizadas. O 
pareamento consiste de adenina com timina 
e citosina com guanina. Por esta razao, a re¬ 
plicagao e chamada de semiconservativa, pois 
cada nova molecula de DNA e a copia perfei- 
ta de uma molecula preexistente. Essa etapa 
pode ocupar aproximadamente 35 a 45% do 
ciclo interfasico. 9 

Quando os cromossomos sao duplicados, 
as duas copias de cada cromossomo replica- 
do permanecem firmemente ligadas como 
cromatides-irmas identicas. As cromatides- 
-irmas estao unidas por um complexo de 
multissubunidades proteicas denominadas 
coesinas, as quais sao depositadas ao longo 
da extensao de cada cromatide-irma duran¬ 
te a replicagao do DNA. Esta coesao entre as 
cromatides-irmas e fundamental para o pro¬ 
cesso de segregagao cromossomica, sendo 


rompida somente no final da mitose (no inicio 
da anafase), permitindo que as cromatides- 
-irmas sejam separadas. 4 

E na fase G 2 que comegam os preparativos 
para que a celula entre em divisao. Para isso, 
o DNA passa por um processo de reparo, caso 
tenho acontecido algum erro na replicagao. O 
mecanismo ainda nao e bem conhecido, mas 
sabe-se que a celula tern uma sinalizagao para 
que permanega temporariamente em G 2 caso 
ainda nao tenha replicado ou reparado por 
completo seu genoma. Isso pode ocupar cerca 
de 10 a 20% do ciclo interfasico. 9 As proteinas 
e enzimas envolvidas no processo de contro- 
le do ciclo celular serao discutidas posterior- 
mente. 

Alguns fenotipos celulares nao se dividem. 
Estas celulas frequentemente sao considera- 
das por se afastarem do ciclo celular em ou- 
tro estado, lembrando G v mas diferente deste 
porque sao incapazes de realizar a fase S. Este 
estado aciclico e chamado de G 0 . Certos tipos 
celulares podem ser estimulados a deixar G 0 e 
a re-entrar no ciclo celular. O afastamento ou 
a re-entrada no ciclo podem ocorrer antes do 
ponto de restrigao em G v 2 

O estado G 0 e distinto de qualquer outro no 
ciclo onde as celulas proliferam. A velocidade 
de sintese proteica, por exemplo, e reduzida 
dramaticamente, podendo atingir 20% do seu 
valor em relagao as celulas em fase de proli- 
feragao. Deste modo, a ausencia de fatores de 
crescimento apropriados leva a celula a um 
tipo de ciclo celular sonolento, onde o sitema- 
-controle do ciclo nao consegue fazer com que 
a celula ultrapasse o ponto G x . Privando-se a 
celula de nutrientes, tais como aminoacidos, 
tambem ocorre uma parada de crescimen¬ 
to e um bloqueio na passagem do ponto G ± 
(Quadro 3.1). 11 

E a habilidade de entrar em G 0 que e res- 
ponsavel pela enorme variabilidade da ex¬ 
tensao do ciclo celular em organismos mul- 
ticelulares. No corpo humano, por exemplo, 
algumas celulas nao se dividem, como e o caso 
de neuronios e das celulas do musculo esque- 
letico; ja certas celulas epiteliais do intestino 
se dividem mais de duas vezes ao dia para re- 
novar o epitelio intestinal diariamente. 2 

A velocidade com que a celula se divide va- 
ria de acordo com as circunstancias externas, 
assim como com a caracteristica interna de 
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cada tipo de celulas. Por exemplo, a per da de 
sangue estimula a proliferagao de precursores 
de celulas sanguineas. Quase todas as varia- 
goes na velocidade de proliferagao do corpo de 
um adulto dependem do tempo que as celulas 
gastam entre a mitose e o ponto G 1? com as ce¬ 
lulas que se dividem lentamente permanecen- 
do em estado de G 0 por semanas ou mesmo 
anos. Por outro lado, o tempo que a celula leva 
para ir do inicio da fase S ate a mitose costu- 
ma ser rapido (tipicamente de 12 a 24 horas 
em mamiferos) e notoriamente constante, nao 
dependendo do intervalo de uma proxima di- 
visao (Figura 3.2). 2 

Mitose 

O processo de crescimento dos organismos 
e a reposigao das celulas mortas sao de res- 
ponsabilidade da mitose. Ao final de todas as 
etapas da mitose ocorre a repartigao exata do 
material nuclear para as celulas-filhas, o ma¬ 
terial que se replica na interfase e se divide em 
cromossomos-filhos, os quais segregam na 
anafase formando, junto aos outros cromos- 
somos, um conjunto no nucleo das celulas- 
-filhas. Estas celulas sao submetidas a uma 
alteragao regular de replicagao e segregagao 
cromossomica. 

Curioso e observar que em todos os orga¬ 
nismos estudados a sequencia de eventos na 
mitose e na meiose e basicamente igual, mes¬ 
mo que estejamos falando de uma porifera ou 
um vertebrado, um musgo ou uma angiosper- 
ma. Sugere-se que a origem desses processos 
tenha ocorrido antes do surgimento dos or¬ 
ganismos pluricelulares e esses, por sua vez, 
teriam uma origem em comum. 12 

O ciclo celular pode variar em diferentes 
epocas do desenvolvimento, por isso mito¬ 
ses rapidas habilitam o desenvolvimento do 


embriao e do feto a um crescimento surpre- 
endentemente rapido. Ao nascer, a taxa mi- 
totica diminui de maneira espantosa. Mais 
tarde, a mitose deve ser altamente regulada 
para manter o numero e os arranjos de celu¬ 
las especializadas que compoem os tecidos e 
orgaos. Embora a mitose normalmente leve 
apenas uma ou duas horas para se comple- 
tar, essa parte do ciclo celular envolve muitos 
processos criticos e complexos. Por esta razao, 
a mitose e dividida em quatro fases: profase, 
metafase, anafase e telofase. 

Profase: Durante a interfase, os cromos- 
somos nao sao visiveis ao microscopio optico. 
Somente a partir desta fase e possivel sua visu- 
alizagao, pois ocorre a condensagao da croma- 
tina (fibras de nucleoproteinas) dos cromos- 
somos dos eucariotos, passando de filamentos 
compridos e finos para mais curtos e grossos, 
gradualmente formando espirais. Eles sao 
chamados de cromonema, formando por con¬ 
densagao o cromossomo metafasico e por des- 
condensagao a cromatina difusa do nucleo in- 
terfasico. 12 As duas cromatides-irmas de cada 
cromossomo se alinham juntas, unidas por 
um ponto denominado centromero (Figura 
3.3a). A membrana nuclear se dissolve, os 
nucleolos desaparecem, os cromossomos se 
espalham e e formado o fuso acromatico, que 
e constituido de microtubulos, que sao forma- 
dos por uma proteina chamada de tubulina e 
visiveis ao microscopio como fibras em fuso. 
Essas fibras ligam o cinetocoro, que interage 
com microtubulos do fuso durante o movi- 
mento dos cromossomos na divisao celular. 
Finalmente, seu aspecto tern os cromossomos 
ja razoavelmente bem condensados ainda es- 
palhados no nucleo, o que e conhecido como 
prometafase. 

Metafase: O inicio dessa fase e dado pelo 
alinhamento dos cromossomos na regiao 
equatorial da celula, chamada de placa meta- 


QUADRO 3.1 


Fitoemaglutinina (PHA) 

A PHA e agora o mitogeno mais comumente usado para estimular os linfocitos T para o cariotipo 
constitucional. Trata-se de uma glicoproteina que se liga as membranas das celulas e altera suas 
propriedades. E notado que ela muda a permeabilidade da membrana, levando a uma captagao 
molecular aumentada, que, em retorno, ativa a slntese macromolecular, levando a celula a 
entrar no ciclo celular. 









fasica. As forgas que mantem os cromossomos 
nessa posigao estao igualmente distribuidas 
entre os dois polos da celula pelos microtubu- 
los do fuso (Figura 3.3b). Os hemifusos sao 
compostos de tres tipos de fibras: as polares, 
que partem dos centrossomos localizados nos 
dois polos opostos e que se interdigitam na 
regiao central da celula, sem alcangar o polo 
oposto; as cinetocoricas, que ligam cada cro- 
mossomo aos dois polos opostos; e as fibras 
livres, mais curtas e nao ligadas aos polos ou 
aos cinetocoros, de origem e fungao desconhe- 
cidas (Quadro 3.2). Nesta fase, os cromosso¬ 
mos sao facilmente analisados devido a sua 
maior condensagao e individualizagao. Este e 
o momento em que as cromatides se tornam 
visiveis ao microscopio optico. 6 A observagao 
e otimizada quando se aplicam substancias 
antimitoticas, como a colchicina, que se liga 
as proteinas que formam o fuso acromatico, 
denominadas tubulinas, impedindo sua po- 
limerizagao e consequentemente inibindo a 
formagao das fibras ou, ainda, inativando os 
fusos ja formados. Desta forma, os cromosso¬ 
mos permanecem em metafase, facilitando o 
diagnostico dos disturbios cromossomicos. 

Anafase: O inicio da anafase se da quan¬ 
do o centromero separa as cromatides-irmas 
devido a um encurtamento das fibras do fuso 
que partem do cinetocoro a um dos polos da 
celula. Esse encurtamento ocorre porque ha 
uma perda de dimeros de tubulina nas ex- 
tremidades polares, aproximando, assim, os 
cromossomos-filhos dos polos (Figura 3.3c). 
Ao mesmo tempo, moleculas de tubulina sao 
adicionadas as extremidades livres dos micro¬ 
tubulos polares, que ao crescerem aumentam 
a distancia entre os polos. Proteinas motoras 
como a dideina sao responsaveis por ajudar no 


deslizamento das fibras polares do fuso, que 
sao interdigitadas na porgao central. Ainda 
hoje o mecanismo de migragao nao e muito 
conhecido, mas sabe-se que e dependente dos 
microtubulos, pois se estes estao despolime- 
rizados pela colchicina, por exemplo, as celu- 
las param em metafase. Ao final da anafase, 
a celula contem 92 cromossomos separados, 
metade disposta proxima a um dos lados da 
celula e metade disposta proximo ao outro 
lado. Se todo processo de separagao ocorreu 
normalmente, os grupos de cromossomos 
sao identicos. Porem, em idade avangada e 
por varias outras razoes, pode haver uma nao 
disjungao, ou seja, uma falha da segregagao 
ordenada dos cromossomos-filhos, resultan- 
do em anormalidades cromossomicas. 13 A 
anormalidade cromossomica clinicamente 
significativa e a aneuploidia (numero anormal 
de cromossomos devido a um exemplar extra 
ou inexistente). 

Telofase: Seu inicio apresenta os cromos¬ 
somos muito unidos e em alta condensagao, o 
que da origem a nucleos pequenos e bem den- 
sos, ja nao permitindo mais sua vizualizagao 
ao microscopio optico de forma individual. Os 
cromossomos-filhos se dirigem aos respecti- 
vos polos, o que leva ao desaparecimento dos 
microtubulos cinetocoricos (Figura 3.3d). 
Agora, cada um dos polos apresenta um con- 
junto de 46 cromossomos. No final da telofa¬ 
se, os nucleos apresentam-se relativamente 
maiores, pois dao lugar aos cromocentros 
e a cromatina difusa. Os nucleos sao, entao, 
reconstruidos e ocorre a divisao citoplasma- 
tica, que da origem as celulas-filhas (Figura 
3.3e). Pode-se dizer que alguns fenomenos 
que ocorrem na telofase sao o inverso do que 
ocorre na profase: os nucleolos reaparecem, 
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Tempo medio das diferen- 
tes fases do ciclo celular. 
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enquanto o cromonema e o fuso acromatico 
desaparecem. 

Citocinese: Para produzir duas celulas- 
-filhas geneticamente identicas, a celula tem 
que separar os cromossomos replicados e alo- 
car uma copia de cada celula-filha. Em todas 
as estruturas eucarioticas, essa fungao e reali- 
zada, durante a mitose, por um fuso mitotico 
bipolar, o qual e composto de microtubulos 
e de varias proteinas que interagem com ele, 
incluindo as proteinas motoras microtubulo- 
-dependentes. As diferentes estruturas do ci- 
toesqueleto sao responsaveis pela citocinese. 
Em celulas animais e em muitos eucariotos 
unicelulares, esta estrutura e denominada 


anel contratil, que contem filamentos de acti- 
na e miosina, formando-se no piano perpendi¬ 
cular a celula, exatamente abaixo da membra- 
na plasmatica. A medida que o anel se contrai, 
ele puxa a membrana para dentro, dividindo a 
celula em duas. 

Erros na mitose 

A mitose normal e caracterizada pela alter- 
nancia regular da reprodugao cromossomica 
e da segregagao dos cromossomos-filhos. Os 
dois processos nao estao necessariamente 
vinculados, podendo mudar suas relagoes em 
diferentes formas. 14 



Figura 3.3 

(a) Os cromossomos replica¬ 
dos, cada um consistindo de 
duas cromatides-irmas intima- 
mente associadas, se conden- 
sam. O fuso mitotico se forma 
fora do nucleo e entre os dois 
centrossomos, que foram re¬ 
plicados e se separam. (b) Os 
cromossomos encontram-se 
alinhados na placa metafa- 
sica do fuso mitotico, entre 
os dois polos. Os microtubu¬ 
los do cinetocoro fixam as 
cromatides-irmas aos polos 
opostos ao fuso mitotico. (c) 

As cromatides-irmas se sepa¬ 
ram de forma sincronizada em 
diregao aos polos. Os microtu¬ 
bulos do cinetocoro se encur- 
tam e os fusos polares tambem 
se distanciam, separando os 
cromossomos. (d) Durante 
a telofase, os dois conjuntos 
de cromatides-irmas chegam 
aos polos do fuso mitotico e se 
descondensam. Ao redor de 
cada grupo de cromossomos- 
-filhos, e constituido um novo 
envelope nuclear, marcando 
o final da mitose. A divisao 
do citoplasma comega, com a 
formagao do anel contratil. (e) 
Os nucleos das celulas-filhas 
sao reconstituidos. 











Com excegao das mitoses multipolares, 
todas as outras se caracterizam pela ausencia 
do fuso mitotico ou pela produgao de um fuso 
defeituoso e, na maior parte dos casos, isso 
acaba originando a duplicagao do numero de 
cromossomos. 15 

Irregularidades mitoticas acontecem tanto 
em anafases quanto na distribuigao desigual 
dos cromossomos para as celulas-filhas, po- 
dendo resultar em aneuploidia ou euploidia 
celular. A restituigao e a mitose sem divisao 
celular, assim como a fusao celular, originam 
a poliploidia ou a formagao de celulas multi- 
nucleares. 16 

Endorreduplicagao : E a modificagao 
mais comum da mitose, na qual os cromos¬ 
somos se replicam duas ou mais vezes entre 
as mitoses ao inves de somente uma vez como 
na mitose normal. 17 Depois de tres ou quatro 
endorreduplicagoes, podem ser observados 
feixes constituidos de 8 a 16 cromatides, res- 
pectivamente. Estudos recentes mostram que 
endociclos utilizam praticamente a mesma 
maquinaria regulatoria das fases GJS da mi¬ 
tose, com alguns informativos e algumas alte- 
ragoes complexas. 18 

A endorreduplicagao ocorre ocasional- 
mente em todos os tecidos. Por exemplo, no 
cultivo de fibroblastos de humanos, de 3 a 5% 
das celulas em divisao apresentam um nume¬ 
ro de cromossomos tetraploide (algumas sao 
octaploides), enquanto que essa divisao e rara 
nos linfocitos em cultivo. 19 Ressalta-se que a 
endorreplicagao e o modo mais comum de po- 
liploidizagao 15 e que, embora as vezes os en¬ 
dociclos sejam excluidos como uma particula- 
ridade evolutiva, eles estao disseminados em 
protistas, plantas e muitos animais, incluindo 
artropodos, moluscos e mamiferos. 18 

Politenia: Politenizagao e uma modifica¬ 
gao da endorreduplicagao na qual as croma¬ 


tides homologas replicadas seguem unidas, 
dentro de celulas hipertroficas, mantendo-se 
morfologicamente distintas. O exemplo mais 
conhecido sao os cromossomos gigantes das 
glandulas salivares de dipteros. 15 ’ 20 

Pearson, 21 em 1974, sugeriu que politenia 
pode ser uma adaptagao celular do periodo 
larval, ou seja, o crescimento extremo exigido 
continuamente, a rapida ingestao alimentar e 
o posterior acumulo de gordura no corpo, re- 
serva que sera posteriormente implantada no 
complexo morfogenetico por causa da meta- 
morfose. 

Os cromossomos politenicos nao se limitam 
aos insetos, mas tambem se encontram em al¬ 
gumas celulas especializadas de plantas 22 ’ 23 e 
em celulas trofoblasticas gigantes de coelhos, 
ratos e camundongos. Entretanto, ainda nao 
se sabe se tambem existem cromossomos po¬ 
litenicos em celulas gigantes humanas. 24 

Endomitose: A endomitose ocorre por- 
que a membrana nuclear nao se desintegra 
e os cromossomos continuam se contraindo. 
Quando atingem o maximo de condensagao 
durante a metafase, as cromatides-irmas se 
separam na anafase, porem nao se deslocam 
para os polos. Os cromossomos entram entao 
em telofase e o nucleo retorna a interfase, du- 
plicando o numero de cromossomos. 15 

As celulas endomitoticas foram descritas 
tambem em celulas cancerosas de ratos e de 
seres humanos. 17 ’ 25 ’ 26 Em humanos, os tecidos 
que normalmente apresentam a endomitose 
sao os da placenta; 27 nas celulas endomitoti¬ 
cas das molas hidatiformes, os cromossomos 
se replicam de forma nao sincronizada, per- 
manecendo parte deles condensada durante 
todo o tempo. 28 Outro exemplo em humanos 
e o dos megacariocitos, responsaveis pela for¬ 
magao das plaquetas a partir da sua fragmen- 
tagao - dai a importancia desse processo, que 
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QUADRO 3.2 


Coesinas 


Durante a mitose e a meiose, as cromatides-irmas estao ligadas por um complexo de proteinas. 
Essa coesao e importante nao so para o pareamento e o alinhamento dos cromossomos sobre o 
fuso mitotico, mas tambem para a geragao de tensao em todo centromero - que contraria a forga 
de tragao dos microtubulos do fuso, assegurando a ligagao bipolar dos cromossomos. A coesao 
entre os cromossomos permite, portanto, uma segregagao precisa destes tanto na mitose 
como na meiose. 
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esta associado ao volume citoplasmatico dos 
megacariocitos e, indiretamente, a formagao 
de plaquetas. 29 

Mitose C: Levan descreveu a mitose C em 
1938 como a inativagao do fuso, seja pela sua 
ausencia completa ou por ser defeituoso, se- 
guida por um espalhamento ao acaso dos cro- 
mossomos na celula. 

Compostos que interferem com a divisao do 
nucleo celular na mitose C, como, por exem- 
plo, a colchicina, sao classificados como fusos 
venenos, venenos mitoticos ou compostos an- 
timitoticos. 30 Esse tipo de erro nao e frequente 
em celulas normais, porem e bastante descrito 
em celulas cancerosas de mamiferos. 15 

Anormalidades napolaridade 
e na simetria do fuso 

Mitose multipolar: E o oposto da ausen¬ 
cia ou falha do fuso celular, pois, neste caso, 
ocorrem mais comumente fusos com tres po¬ 
los, seguidos de mitoses quadripolares. Ela 
pode ser definida pela presenga de mais de 
um fuso acromatico em qualquer fase do ciclo 
mitotico, sendo um dos mais marcantes tipos 
de erro na segregagao da mitose, uma vez que 
afeta toda arquitetura do ciclo celular. 31 A 
maioria dos fusos tripolares e quadripolares 
ocorre quando um ou dois centrossomos se 
dividem duas vezes durante o ciclo mitotico 32 
e nao como resultado de fusoes celulares ou 
nucleares, como se supunha anteriormente. 
Tal como as outras anormalidades mitoticas, 
as divisoes multipolares sao frequentes nos 
tumores malignos; porem, sao praticamente 
inexistentes em celulas normais nao trata- 
das, 25 ’ 33 isso porque as celulas normais tern 
um complexo sistema de checkpoint para a 
protegao contra os eventuais efeitos nefastos 
da mitose multipolar. 34 

Mitose bipolar assimetrica: Em 1891, 
Hansemann 35 criou uma teoria de que a carci- 
nogenese tinha como base principalmente as 
observagoes de “celulas com divisoes assime- 
tricas”. Como mencionado anteriormente, mi¬ 
toses multipolares assimetricas ocorrem mui- 
tas vezes tambem no sentido em que ambos 
os eixos da metafase ou os polos da anafase 
parecem ser desiguais em tamanho. 31 A divi¬ 
sao dessas celulas poderia resultar em celulas- 


-filhas com uma grande alteragao no numero 
de cromossomos e, assim, ser um mecanismo 
eficiente para a diversidade genetica. No en- 
tanto, desde os tempos de Hansemann, este 
tipo de mitose tern sido submetido apenas a 
um pequeno numero de investigagoes siste- 
maticas. 36 ’ 37 

Anormalidade na segregagao 
das cromatides-irmas 

Ponte nucleoplasmatica: Pode ser defi¬ 
nida como uma sequencia continua da cro- 
matina com alongamento de um polo da ana¬ 
fase para o outro. Pontes nucleoplasmaticas 
podem ainda ser subclassificadas em pontes 
de cromatides ou de cromossomos. 38 As pon¬ 
tes de cromatides sao causadas pela fusao 
da cromatide-irma antes da separagao dos 
centromeros na anafase, resultando no alon¬ 
gamento do material do DNA intercentrome- 
rico. Este material esticado e constituido por 
duas copias espelhadas do mesmo segmento 
cromossomico e, em seguida, geralmente se 
rompe em um ou mais locais, resultando em 
alteragoes cromossomicas estruturais e/ou 
perda de cromossomo material. 39 ’ 40 

Varios estudos tern demonstrado que este 
ciclo continuo de rearranjo estrutural do ge- 
noma pode ser um importante mecanismo 
para a amplificagao genomica no cancer 41-44 
Essas mudangas estruturais tambem resul- 
tam na perda de cromossomos inteiros e/ou 
na inibigao da citocinese. 40 ’ 45 

As pontes nucleolares podem ser causa¬ 
das por praticamente todos os processos que 
acionam a quebra das duas fitas de DNA, tais 
como radiagao ionizante ou produtos quimi- 
cos clastogenicos. 31 

Cromossomos retardatarios: Cromos¬ 
somos que foram deixados para tras na ana¬ 
fase e/ou telofase podem ser perdidos a par- 
tir dos nucleos das celulas-filhas. 46 A falta de 
uma definigao geral para cromossomos retar¬ 
datarios e o fato de que poderiam ser produ- 
zidos como artefatos em celulas submetidas 
a solugoes hipotonicas tern, de certa forma, 
limitado estudos experimentais dos cromos¬ 
somos retardatarios. No entanto, estudos re- 
centes com imagens de real-time sobre cancer 
de colo retal em linhagens celulares tern mos- 



trado que esses cromossomos deixados para 
tras muitas vezes tern como causa o apego de 
ambos os cinetocoros de um cromossomo ao 
mesmo fuso polar (jungao merotelica). 31 Os 
mecanismos subjacentes a esses defeitos sao 
desconhecidos, mas disfungoes do checkpoint 
na via de montagem do fuso, por exemplo, e/ 
ou mutagoes inativadoras do gene BUB1A 47 
provavelmente desempenham um papel im- 
portante ao permitir a biorientagao de todos 
os cromossomos antes da anafase. 31 

Fragmentos retardatarios de croma- 
tina: Estas estruturas sao cromatinas incapa- 
zes de fornecer um local para a constituigao 
efetiva do cinetocoro, normalmente por falta 
das sequencias repetitivas da regiao centro- 
merica. Portanto, os fragmentos deixam de 
interagir com o fuso mitotico e podem ser dei¬ 
xados para tras em ambas as fases, tanto na 
metafase quanto na anafase. Assim como os 
cromossomos dicentricos, eles sao formados 
por quebras de cadeia dupla de DNA e parece 
que consistem de uma ou duas cromatides- 
-irmas com base na ruptura de DNA que 
ocorreu antes ou apos a replicagao. Como nao 
podem interagir com as proteinas do fuso, os 
fragmentos acentricos tendem a se perder a 
partir da anafase das celulas-filhas. Formagao 
e perda de fragmentos acentricos sao, assim, 
um possivel mecanismo de perdas parciais 
de cromossomos (delegoes). Com a formagao 
de neocentromeros, os fragmentos acentricos 
passam a ser transformados em cromossomos 
marcadores. 31 

Outra notavel excegao a regra de que frag¬ 
mentos acentricos sao perdidos durante a 
mitose sao os pequenos epissomos, conheci- 
dos como double-minutes (Figura 3.4), que, 
muitas vezes, atuam como veiculos de oncoge¬ 
nes ou genes de resistencia aos farmacos em 
celulas tumorais. Mesmo que estas estruturas 
circulares de DNA nao tenham centromero, 
elas geralmente nao ficam para tras durante 
a anafase, uma vez que podem aderir as regi- 
oes distais dos cromossomos e os acompanhar 
para o nucleo das celulas-filhas sem sofrer se- 
paragao das cromatides-irmas. 48 

A ausencia de grandes alteragoes na mor- 
fologia de uma celula mitotica nao exclui, no 
entanto, a possibilidade de que possam vir a 
ocorrer erros na segregagao cromossomica. 
Um exemplo e quando as cromatides-irmas de 
um cromossomo nao conseguem separar-se 


enquanto se deslocam para a mesma celula- 
-filha em anafase. Esta nao disjungao oculta 
iria resultar no ganho de um cromossomo in- 
teiro em uma celula-filha e na perda de uma 
copia do cromossomo em outra celula-filha. 31 

Meiose 

A meiose e um processo aparentemente pa¬ 
radoxal, onde a universalidade e a exclusivida- 
de sao harmoniosamente combinadas. Todos 
os organismos, independentemente da sua 
complexidade evolutiva, reduzem meiotica- 
mente o numero de cromossomos no inicio da 
reprodugao sexual, para que, na formagao do 
zigoto, o numero de cromossomos seja manti- 
do, formando uma celula diploide definida de 
geragao em geragao. 49 

A divisao de celulas somaticas resulta em 
celulas-filhas que apresentam o mesmo nu¬ 
mero de cromossomos das celulas de origem, 
chamadas de diploides (2n). Entretanto, na 
gametogenese (processo de formagao de ga- 
metas, descrito a seguir), o numero de cro¬ 
mossomos se reduz a metade (n), pois, quando 
um ovulo e um espermatozoide se unem para 
formar o zigoto, este deve ter o mesmo nume¬ 
ro de cromossomos que as celulas dos pais. O 
processo resulta na formagao de quatro celu¬ 
las geneticamente diferentes da celula-mae e 
entre si. A meiose esta envolvida na evolugao 
dos seres vivos e na adaptagao das especies, 
pois ocorre a recombinagao dos genes, o que 
faz compreender alguns pontos-chave da evo¬ 
lugao, alem de constituir-se na base citologica 
dos mecanismos de transmissao dos caracte- 
res hereditarios. Resumidamente, a meiose 
pode ser entendida como um processo onde 
ocorrem duas divisoes nucleares seguidas, 
sem haver um periodo S entre elas, ocorrendo 
assim a redugao do numero de cromossomos 
da celula. 

A fase S meiotica ocorre anteriormente a 
primeira divisao e em geral e mais longa do 
que a fase S que precede a mitose. Em am¬ 
bas as situagoes, o DNA duplica de 2n para 
4 n. Tanto na fase S pre-mitotica quanto na 
fase S pre-meiotica ocorre a duplicagao pre- 
coce da eucromatina e tardia da heterocro- 
matina - que parece estar relacionada com 
o papel inicial para controlar alguns eventos 
nas primeiras etapas e, por esta razao, apre- 
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senta 2 a 3 vezes mais heterocromatina que 
os nucleos mitoticos. Na meiose, ocorre uma 
divisao cromossomica para duas divisoes ce- 
lulares: a meiose I (tambem conhecida como 
divisao reducional), onde os cromossomos 
estao subdivididos em duas cromatides, mas 
seus centromeros nao; e a meiose II (tambem 
chamada de divisao equacional), que e muito 
semelhante a mitose, porem os cromossomos 
estao em numero haploide. Frequentemente, 
elas sao separadas por uma curta interfase, 
chamada de intercinese, que se distingue da 
interfase normal por nao haver sintese de 
DNA. Este evento, porem, nao e visto em to- 
dos organismos, de forma que a celula passa 
da telofase I direto para a profase II, ou ainda 
da anafase I para a profase II. Para facilitar o 
estudo, a meiose tambem e dividida em fases, 
que recebem o mesmo nome que na mitose: 
profase, metafase, anafase e telofase. 

Meiose I 

A meiose inicia ja com o DNA replicado, e 
de uma celula que era diploide passam a exis- 
tir duas celulas haploides, o que caracteriza a 
fase por ser um estagio de divisao reducional. 
Como na mitose, a meiose se subdivide em 
quatro fases: profase I, metafase I, anafase I 
e telofase I. 

Profase I: E a fase mais demorada da 
meiose porque e nela que ocorrem os feno- 


menos de maior importancia biologica, como 
o pareamento dos cromossomos homologos 
que garante a posterior disjungao dos cro¬ 
mossomos homologos, de modo que ambos 
os nucleos-filhos dessa divisao recebam um 
membro de cada par de cromossomos, per- 
mitindo que ocorram quebras e trocas de 
segmentos entre os cromossomos homologos 
de origem paterna e materna, fenomeno cha- 
mado de recombinagao genetica, permuta ou 
crossing-over. Para ser estudada com maior 
clareza, vamos subdividir a profase em cinco 
subfases: leptoteno (leptonema), zigoteno (zi- 
gonema), paquiteno (paquinema), diploteno 
(diplonema) e diacinese. 

• Leptoteno: Como o nome de origem grega 
indica (leptos = fino; tainia = fita; nema = 
filamento), este e um estagio que se carac¬ 
teriza pela visualizagao de cromossomos 
em forma de filamentos finos, geralmente 
formando longas algas que se prendem em 
um novelo central. Aparecem corpusculos 
espessos, chamados de cromomeros; a 
medida que estes se condensam mais, os 
cromomeros adjacentes fundem-se em es- 
truturas maiores. Esses grupos serao vistos 
como bandas escuras dos cromossomos na 
profase I ou na metafase I. Observa-se, ain¬ 
da, ao nivel ultraestrutural, que existe uma 
ligagao a partir de estruturas filamentosas 
que estao entre as duas cromatides-irmas 
de cada cromossomo. Elas sao chamadas 
de nucleos axiais, e futuramente serao os 
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elementos laterals do complexo sinapto¬ 
nemico. 

• Zigoteno: Durante esta fase, os cromosso- 
mos vao para a extremidade e se reunem 
em uma area embaixo da membrana nu¬ 
clear, que fica proxima aos centriolos, mas 
fora do nucleo, originando uma estrutura 
denominada bouquet . 15 Ocorre entao o pa- 
reamento dos cromossomos homologos, 
denominado sinapse, que envolve uma es¬ 
trutura complicada, chamada de complexo 
sinaptonemico. Este complexo possui uma 
regiao central basicamente proteica, cons- 
titulda por um componente central, rode- 
ado por uma regiao de menor densidade 
e pelos proprios componentes laterals dos 
cromossomos homologos. 7 Ao que parece, 
os cromossomos homologos se “reconhe- 
cem” por uma regiao, provavelmente os 
telomeros, e a partir dal concluem o pro- 
cesso de pareamento, 12 mas nao chegam a 
se fundir: entre eles ha uma distancia de 
aproximadamente 150 a 200 nm. 6 Esse 
pareamento ocorre nao so nos cromosso¬ 
mos homologos, mas tambem em regioes 
estritamente homologas. Entretanto, nos 
homens, como os cromossomos X e Y sao 
na maior parte nao homologos, eles se ali- 
nham pela extremidade, sugerindo uma 
homologia nesta parte. Isto e mostrado de 
modo convincente pela configuragao re- 
sultante do aparecimento de dois homolo¬ 
gos, onde um dos cromossomos apresenta 
uma inversao. Da mesma forma, se ocorre 
uma translocagao reclproca em um dos 
cromossomos, os seguimentos sinapticos 
correspondentes dos cromossomos trans- 
locados e nao translocados origina uma 
estrutura caracterlstica em forma de X. 15 

• Paqulteno: Neste momento, os cromosso¬ 
mos aparecem mais espessos ao micros- 
copio optico, e por isso a fase leva este 
nome (do grego pchys = grosso). Ainda 
pareados e unidos pelo complexo sinapto¬ 
nemico, os cromossomos sao chamados de 
bivalentes (ja que sao dois cromossomos 
no grupo) ou tetrades (indicando que sao 
quatro cromatides envolvidas no grupo). 
Essa organizagao dos bivalentes assegu- 
ra que regioes homologas do DNA sejam 
colocadas em proximidade, de modo que 
e favorecida a ocorrencia do evento de 
grande importancia na meiose: a troca de 
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homologos, que se denomina permuta, 
crossing-over ou recombinagao genetica. 6 
Esse evento ocorre pela quebra do DNA, 
havendo troca entre segmentos de croma¬ 
tides homologas, o que traz como princi¬ 
pal consequencia a variabilidade genetica 
entre as especies. Isso explica por que cada 
indivlduo (exceto os gemeos identicos) tern 
varias caracterlsticas geneticas diferentes 
apresentadas entre seus irmaos e irmas. 

Quando dois genes situados em um mes- 
mo cromossomo estao muito afastados, e 
provavel que uma permuta que ocorra os 
separe, fazendo-os segregar independen- 
temente como se estivessem em cromosso¬ 
mos diferentes. Quanto mais proximos um 
do outro estiverem os genes, menor sera 
a chance de ocorrer permuta entre eles; 
portanto, menor sera a proporgao de ce- 
lulas com segregagao independente entre 
esses genes. 50 E provavel que a recombi¬ 
nagao genica seja regulada por estruturas 
denominadas nodulos de recombinagao, 
que estao intimamente ligados na regiao 
central do complexo sinaptonemico; eles 
poderiam ter a fungao de fornecer a ma- 
quinaria estrutural e enzimatica requerida 
para a realizagao da permuta. Devido aos 
acontecimentos desta fase, sabemos que, 
ao inves de levar algumas horas como o 
leptoteno e o zigoteno, o paqulteno pode 
durar alguns dias ou semanas. 6 

Diploteno: O diploteno (do grego diploos 
= duplo) se inicia quando os cromossomos 
homologos comegam a se afastar, como se 
estivessem sofrendo uma repulsao, porem 
permanecem unidos em alguns pontos ao 
longo das cromatides, sendo estes pon¬ 
tos chamados de quiasmas. Um quiasma 
representa um sltio no qual uma ou mais 
cromatides de um bivalente romperam-se 
em pontos correspondentes. As extremi- 
dades rompidas foram reunidas de forma 
cruzada, gerando novas cromatides. Cada 
nova cromatide consiste de material de- 
rivado de uma cromatide, de um lado do 
ponto de jungao, e de material da outra 
cromatide, no lado oposto. As duas cro¬ 
matides recombinantes possuem estrutu¬ 
ras reclprocas. O evento e descrito como 
quebra e reuniao. A sua natureza explica 
por que um unico evento de recombina- 
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gao pode produzir apenas 50% de recom- 
binantes: cada evento de recombinagao 
envolve apenas duas das quatro croma- 
tides associadas. 2 Trata-se, portanto, de 
uma fase de intensa atividade metabo- 
lica, o que explica a observagao de que, 
no diploteno da maioria das especies, os 
cromossomos se tornam descompactados 
para permitir a transcrigao de certos ge¬ 
nes. 6 Na especie humana, a gametogene- 
se feminina tem inicio ainda na fase em- 
brionaria, sendo interrompida no diplo¬ 
teno, que recebe entao a denominagao de 
dictioteno, estagio no qual a celula pode 
permanecer por anos. 7 ’ 12 E isso que ocor- 
re com os ovocitos que permanecem em 
dictioteno desde os ultimos estagios do 
desenvolvimento fetal ate ocorrerem as 
ovulagoes menstruais, a partir dos 13 aos 
14 anos. Os ultimos ovulos amadurecidos 
terao passado entao cerca de 50 anos no 
estagio de diploteno. 12 

• Diacinese: A condensagao cromossomica 
alcanga sua etapa final na diacinese, 15 mas 
a caracteristica mais importante da fase e o 
afastamento dos cromossomos homologos 
(dai o nome grego de dia = atraves e kine¬ 
sis = movimento), pois este leva a deno- 
minada terminalizagao dos quiasmas, na 
qual os quiasmas tendem a se mover para 
as extremidades dos cromossomos, como 
consequencia de seu movimento e afasta¬ 
mento. Todos os cromossomos completam 
a terminalizagao, exceto os cromossomos 
maiores, que a completam apenas na ana- 
fase 17 Os eventos marcantes da diacinese 
sao o aumento da condensagao cromosso¬ 
mica, o desaparecimento dos nucleolos, a 
ruptura do envoltorio nuclear em peque- 
nas vesiculas, a ligagao de cada cromosso- 
mo do par de homologos as fibras do fuso, 
que os prendem aos polos opostos da celu¬ 
la, e o movimento dos cromossomos para 
a placa equatorial da metafase I. 6 

Metafase Is As fibrilas do fuso acromatico 
comegam a aparecer, ligando-se aos cinetoco- 
ros dos cromossomos. O que difere da metafa¬ 
se mitotica e que a disposigao dos cromosso¬ 
mos e diferente, pois aqui cada homologo esta 
preso ao fuso acromatico pelo seu centrome- 
ro e suas extremidades estao voltadas para a 
zona equatorial da celula. 7 


Anafase Is A principal diferenga entre a 
anafase mitotica e a anafase I meiotica e que 
nesta nao ocorre a divisao dos centromeros, 
apenas a separagao dos homologos, que pas- 
sam a ser chamados de diades. Estes vao para 
polos opostos, e a distribuigao de cada par de 
homologos se da ao acaso. 7 ’ 51 

Telofase I: No momento em que as dia¬ 
des chegam aos polos celulares, a carioteca e o 
nucleolo se reorganizam, e os cromossomos se 
desespiralizam para enfim ocorrer a citocinese. 
Embora na mitose e na meiose a quantidade 
de DNA por nucleo seja 2C e ambos tenham 
2n cromatides, na telofase mitotica existem, a 
rigor, 2n cromossomos, cada um com apenas 
uma cromatide, e na meiotica ha apenas n cro¬ 
mossomos, cada um com duas cromatides. 12 

Meiose II 

As fases da mitose e da meiose II sao mui- 
to parecidas. A diferenga entre elas e que se 
formam celulas haploides a partir de celulas 
haploides, pois durante a meiose II ocorre a 
separagao das cromatides que formam as dia¬ 
des, indo cada uma para um polo. As fases da 
meiose II sao profase II, metafase II, anafase 
II e telofase II, que serao descritas a seguir. 

Profase II: E uma fase de curta duragao, 
na qual os cromossomos se espessam a medi- 
da que se condensam, a carioteca desaparece e 
novas fibras do fuso sao formadas. 10 

Metafase II: Diferentemente da metafa¬ 
se I, sao os cinetocoros das cromatides-irmas 
que se orientam para polos opostos da celu¬ 
la, prendendo-se as fibras do fuso de lados 
contrarios, o que os deixa alinhados no piano 
equatorial. 6 ’ 10 

Anafase II: Agora os centromeros se di- 
videm e cada um carrega uma cromatide para 
cada polo, porem as cromatides-irmas podem 
nao ser identicas devido aos processos de for- 
magao de quiasmas e de crossing-over que 
sofreram ainda na meiose I. 

Telofase II: Ja nos polos da celula, os 
cromossomos comegam a se distender, mem- 
branas nucleares sao formadas e ocorre a ci¬ 
tocinese, dando origem a quatro celulas, cada 
uma com numero haploide de cromossomos 
(n) e com quantidade C de DNA. Portanto, o 
nucleo de cada celula contem um quarto do 



material cromossomico presente no inicio do 
processo meiotico. 6 ’ 7 ’ 51 

Gametogenese 

A gametogenese pode ser subdividida em 
duas fases: 

1. Proliferagao, na qual as espermatogonias 
e as ovogonias dividem-se mitoticamente 
e aumentam de numero; quando cessa a 
proliferagao, elas aumentam de volume e 
preparam-se para divisao meiotica, ori- 
ginando os espermatocitos e os ovocitos 
primarios que ja se encontram na profase 
meiotica I. 

2. Crescimento e maturagao. 52 

Os estagios da meiose podem ser direta- 
mente relacionados aos estagios da gametoge¬ 
nese, a formagao dos gametas. 10 Isso porque 
durante esse processo o numero de cromos- 
somos e reduzido pela metade e a forma das 
celulas e modificada. 53 As celulas germinati- 
vas primordiais humanas sao reconheciveis 
na quarta semana de desenvolvimento fora do 
embriao propriamente dito, no endoderma do 
saco vitelino. 54 O processo de maturagao nos 
homens e chamado de espermatogenese e, nas 
mulheres, de ovogenese. 

Espermatogenese: Esse processo ocorre 
nas gonadas masculinas, os testiculos. Estes 
orgaos sao constituidos por numerosos tubulos 
seminiferos, que convergem a ductos comuns 
que levam os espermatozoides ao exterior. 52 
Os espermatozoides sao formados nos tubulos 
seminiferos dos testiculos apos a maturagao 
sexual ser atingida. Os tubulos sao revestidos 
com espermatogonias, que estao em diferen- 
tes estagios de diferenciagao. Essas celulas 
desenvolvem-se a partir das celulas germinati- 
vas primordiais por uma longa serie de mito¬ 
ses. O ultimo tipo celular no desenvolvimento 
e o espermatocito primario, que sofre meiose 
I para formar dois espermatocitos secundarios 
haploides. Os espermatocitos secundarios ra- 
pidamente sofrem meiose II, cada um forman- 
do duas espermatides, que se diferenciam, sem 
uma outra divisao, nos espermatozoides. Em 
humanos, o processo total ocorre em 64 dias. O 
enorme numero de espermatozoides produzi- 
dos exige varias centenas de mitoses. 54 


Ovogenese: O gameta feminino esta 
programado nao apenas para contribuir 
com a metade do genoma do novo individuo, 
oriundo de uma fertilizagao, mas tambem 
para fornecer o material e a energia necessa- 
rios para o embriao, ate que ele possa obter 
sua nutrigao de uma fonte externa. 52 Ao con- 
trario da espermatogenese, que e iniciada na 
puberdade e continua na vida adulta, a ovo¬ 
genese inicia-se antes mesmo do nascimento 
e termina depois do fim da maturagao sexu¬ 
al. 53 ’ 54 Os ovocitos se desenvolvem a partir 
das celulas germinativas primordiais por 
uma serie de cerca de 20 mitoses. Cada ovo- 
gonia e uma celula central em um foliculo em 
desenvolvimento. Por volta do terceiro mes 
de desenvolvimento pre-natal, as ovogonias 
do embriao comegam a se transformar em 
ovocitos primarios, dos quais alguns entram 
em profase da meiose I. Os ovocitos prima¬ 
rios completam toda profase I ate o momento 
do nascimento, e aqueles que nao degeneram 
permanecem nesse estagio por anos, ate a 
ovulagao como parte do ciclo menstrual da 
mulher. Depois que a mulher atingiu a ma- 
turidade sexual, os foliculos individuals co¬ 
megam a crescer e amadurecem, e poucos 
(em media um por mes) sao ovulados. Agora, 
antes da ovulagao, o ovocito rapidamente 
completa a meiose I, dividindo-se de forma 
que uma celula torna-se o ovocito secunda- 
rio (um ovo ou um ovulo) e a outra se torna 
o primeiro corpo polar. A meiose II comega 
prontamente e prossegue para o estagio de 
metafase diante da ovulagao, onde ela para, 
somente sendo completada se a fertilizagao 
ocorrer. 54 

Perturbagoes da meiose durante a game¬ 
togenese, como por exemplo a nao disjungao, 
resultam na formagao de gametas cromosso- 
micamente anormais. Quando envolvidos na 
fertilizagao, estes gametas com anormalida- 
des cromossomicas numericas causam desen¬ 
volvimento anormal, tal como ocorre com as 
criangas portadoras da sindrome de Down. 53 

Erros na meiose 

Ja que a meiose e um processo mais compli- 
cado do que a mitose, e mais propensa a falhar 
em algum momento. 55 A maior parte das anor- 
malidades meioticas resulta na infertilidade 
ou na fertilidade parcial, sendo a ultima res- 
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ponsavel pelas anormalidades cromossomicas 
que ocorrem em abortos espontaneos ou em 
nascidos vivos, 15 porque qualquer alteragao 
no complemento cromossomico que possa ser 
originada por uma alteragao do fuso meiotico 
poderia conduzir a um estado de aneuploidia 
por nao disjungao, jungao desbalanceada ou 
disjungao prematura das cromatides e perda 
de cromossomos, comprometendo a fertili- 
zagao e o subsequente desenvolvimento em- 
brionario. 56-58 Sabe-se que os erros na meiose 
podem gerar aneuploidias e, inversamente, a 
falta ou a presenga de um cromossomo adicio- 
nal em um individuo aneuploide afeta o pro- 
cesso de meiose. 59 

Nos seres humanos, a maioria das aneuploi¬ 
dias e incompativel com a vida, constituindo- 
-se na maior parte das causas de perda ges- 
tacional durante o primeiro trimestre. 60 Mais 
de 20% das concepgoes humanas sao perdidos 
devido a erros na meiose. Embora estes pos- 
sam ocorrer tanto durante a espermatogenese 
quanto durante a oogenese, a imensa maioria 
dos humanos aneuploides e causada por erros 
durante a meiose feminina. 60 ’ 61 Na verdade, 
em comparagao com outras especies, a inci- 
dencia de erros humanos no sexo feminino e 
extraordinariamente elevada e, por motivos 
que permanecem desconhecidos, e fortemen- 
te influenciada pela idade. 6 ° 

Speed, 62 em 1988, e Speed e Chandley, 63 
em 1990, mostraram em estudos que, se nao 
ha pareamento dos homologos ou do segmento 
de homologos, o processo meiotico nao conti- 
nua. No entanto, tambem pode ocorrer uma 
severa alteragao das celulas germinativas antes 
que se produza o aparecimento cromossomico 
embrionario em individuos com as seguintes 
constituigoes cromossomicas: 45,X, trissomia 
autossomica, triploidia, XXY e XYY; alem de 
mutagoes genicas e fatores ambientais. 15 

Nao disjungao autossomica: O termo 
nao disjungao se refere a qualquer processo 
que leve a somente uma diregao dos polos 
dois cromossomos homologos que deveriam 
segregar para polos opostos. A nao disjungao 
cromossomica e uma das causas mais impor- 
tantes de infertilidade de origem cromossomi¬ 
ca. 15 Estes erros ocorrem na meiose I materna 
e constituem a forma mais importante de nao 
disjungao em humanos, mas nao podemos es- 
quecer os erros cromossomicos especificos de 
origem paterna. 64 


Anormalidades cromossomicas sao a for¬ 
ma mais conhecida de morte fetal de todas as 
especies, sendo as trissomias dos cromosso¬ 
mos autossomicos I3,i8e2iasmaiscomuns 
e que trazem larga consequencia individual 
e socioeconomica. 65 Apesar de nao conhecer- 
mos ao certo o mecanismo da nao disjungao 
nos homens, sabemos que um pre-requisito 
basico para elucidar os mecanismos da nao 
disjungao e preciso para a determinagao da 
origem parental e do erro na divisao meio- 
tica. 64 

Nao disjungao dos cromossomos se- 
xuais: Com o advento da analise do polimor- 
fismo de DNA na decada de 1980, tornou-se 
possivel determinar as associagoes dos pais 
e da fase meiotica envolvidas na origem das 
condigoes de aneuploidia em humanos. Esta 
abordagem tern sido largamente utilizada para 
o estudo das trissomias autossomicas, desta- 
cando uma conclusao: apesar das variagoes 
individuais entre os cromossomos, a grande 
maioria das trissomias autossomicas deriva de 
uma nao disjungao materna, que tipicamente 
ocorre em meiose 1 . 61 Surpreendentemente, 
porem, esta generalizagao nao e extensiva aos 
cromossomos sexuais. A seguir, as alteragoes 
que envolvem cromossomos sexuais serao 
descritas conforme estudo de Hall e colabora- 
dores 59 de 2006. 

• 47,XXX: Ocorre uma predominance ma¬ 
terna, com apenas 10% dos casos com 
erros de origem paterna. Coerente com a 
maioria das trissomias autossomicas, os 
erros na meiose I materna sao muito mais 
comuns do que os erros na meiose II. 66 

• 47,XXY: Estudos realizados por Thomas e 
Hassold 67 mostram um contraste com os 
estudos de trissomias autossomicas, pois 
quase 50% dos casos sao provenientes de 
nao disjungao paterna na meiose I. Esta e 
a unica fonte paterna possivel de casos de 
47,XXY, porque erros paternos na meiose 
II irao gerar gametas XX ou YY. 

• 47,XYY: E a unica que necessariamente 
envolve um erro paterno pela presenga de 
um cromossomo Y a mais. Ocorre durante 
a meiose II paterna ou durante a clivagem 
precoce, quando erros nas primeiras divi- 
soes mitoticas podem produzir um con- 
cepto com dois cromossomos Y. Robinson 
e Jacobs 68 concluiram que a maioria dos 



casos estudados foi causada por erros na 
meiose II paterna e nao pela nao disjungao 
pos-zigotica. 

• 45,X: Diferentemente das outras aneuploi- 
dias de cromossomos sexuais, os individu- 
os tem a falta de um cromossomo ao inves 
da adigao de um cromossomo sexual. Isto 
complica estudos de origem, porque nao 
se sabe por qual motivo os cromossomos 
nao conseguem se separar ou se o cromos¬ 
somo esta ausente no gameta. Portanto, e 
possivel determinar o progenitor, mas nao 
o erro na meiose que dara origem a mo- 
nossomia X. Em contraste com estudos 
de trissomias autossomicas, aproximada- 
mente 70 a 80% dos casos de monossomia 
do cromossomo sexual parecem ser causa- 
dos pela perda paterna de um cromosso¬ 
mo sexual. 69 

Divisao transversal centromerica: 

Tambem e conhecida como misdivisao ou 
fissao centromerica. Este evento tem origem 
principalmente na meiose, porem pode ocor- 
rer tambem durante a mitose. Neste caso, 
ocorre a divisao de forma transversal do cen- 
tromero, separando os bragos cromossomicos 
e nao as cromatides-irmas, como normalmen- 
te ocorreria em uma divisao normal. 

Duas consequencias podem ocorrer para a 
divisao transversal do centromero, dependen- 
do da fase em que ela ocorrer: 

• Se ocorrer na fase S ate a anafase, quan- 
do os cromossomos ainda possuem duas 
cromatides-irmas, o erro da origem aos 
isocromossomos. 

• Se somente uma cromatide for separada 
transversalmente da anafase ate a fase S, 
ocorre o aparecimento dos cromossomos 
telomericos. 15 

Entretanto, a divisao transversal centro¬ 
merica ocorre mais frequentemente durante a 
primeira divisao meiotica, sendo o resultado 
mais frequente dessa alteragao em humanos 
o isocromossomo de X tanto no brago curto 
quanto no brago longo. 26 ’ 70 

Causas ambientais de nao disjungao 
meiotica: As causas de nao disjungao podem 
ser ambientais ou geneticas. Experimentos em 
plantas e animais revelam que uma variedade 


de agentes ambientais, tanto fisicos quanto 
quimicos, pode levar a erros na meiose. Por 
exemplo, choques de temperaturas impedem 
o aparecimento cromossomico e induzem a 
meiose totalmente anormal em muitos orga- 
nismos. 15 

Habitos pessoais incluindo o fumo, o con- 
sumo de alcool e drogas ou a exposigao a fato- 
res ambientais, tais como radiagao, tem sido 
propostos como possiveis fatores de causa de 
aneuploidia. 71 No estudo de Sherman e cola- 
boradores, 72 com casos categorizados por es- 
tagio de origem (meiose I ou meiose II) e ida- 
de materna (< 35 ou > 35 anos), foi observada 
uma associagao significante entre o habito do 
tabagismo e a nao disjungao cromossomica 
nas mulheres mais j ovens, com o efeito sendo 
limitado aos casos na meiose II. 

Idade parental: Uma das causas da nao 
disjungao nos seres humanos que ja esta bem 
estabelecida e a idade materna avangada. 
Neste caso, os gametas anormais originam-se 
durante a meiose I. Uma possibilidade obvia e 
o modelo do “ovocito velho”: sugeriu-se que, 
quanto mais antigo o ovocito, maior a chance 
de os cromossomos nao se segregarem corre- 
tamente. 73 Outra possivel causa de maior fre- 
quencia de aneuploidia em filhos de mulheres 
mais velhas (>35 anos) e a incapacidade de 
abortar espontaneamente os zigotos anoma- 
los 74 

Estimativas sugerem que mulheres entre 
20 e 24 anos estao envolvidas em aproxima- 
damente 2% das gestagoes com alguma anor- 
malidade cromossomica no feto. 61 Porem, o 
mesmo estudo revelou que, em mulheres com 
idade entre 40 anos ou mais, o valor aumenta 
para quase um tergo das gestagoes. Durante 
os ultimos anos, estudos tem demonstrado 
que em humanos, para alem da idade mater¬ 
na, a localizagao de recombinagao de even- 
tos influencia a capacidade de homologos de 
segregarem-se durante a primeira divisao da 
meiose. 60 ’ 61 

Contudo, nao so a idade materna avan¬ 
gada e a responsavel pela nao disjungao - a 
idade paterna tambem deve ser relevante, 
porem com um efeito bem menor. Uma base 
adicional para a especulagao sobre o efeito da 
idade paterna e o possivel acumulo das muta- 
goes durante repetidas replicagoes de celulas- 
-tronco durante a espermatogenese. 73 
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Controle do 
ciclo celular 


Introdu^ao 

Diferentes modelos experimentais utilizan- 
do organismos filogeneticamente tao distan- 
tes como leveduras, ourigo-do-mar, anfibios 
e mamiferos favoreceram os estudos sobre a 
regulagao do ciclo celular 1 e, como dito ante- 
riormente, muitas das proteinas funcionam 
perfeitamente em humanos. Portanto, pode- 
mos tomar como base estes estudos. 

O sistema-controle do ciclo celular ativa as 
enzimas e proteinas responsaveis por um pro- 
cesso no tempo correto e as desativa logo apos 
o termino de tal processo. Ele tambem deve 
assegurar que cada estagio do ciclo tenha ter- 
minado antes de iniciar o proximo: deve ha¬ 
ver certeza, por exemplo, que a replicagao do 
DNA foi completada somente uma vez antes 
do inicio da mitose, que a mitose tenha ter- 
minado antes da divisao da celula em duas e 
que outro processo de replicagao do DNA nao 
ocorra ate que a celula tenha sofrido mitose 
e atingido um tamanho apropriado. 2 Assim, 
existira material suficiente para distribuir en- 
tre as celulas-filhas, isso porque a massa ce¬ 
lular influencia a habilidade da celula de pro- 
ceder pelo start 3 e o exit so ocorrera quando 
a celula estiver com os cromossomos correta- 
mente alinhados e se comprometer em termi- 
nar o processo de divisao, criando duas novas 
celulas que ficarao em G^ 4 ’ 5 

De qualquer modo, sobrepostos nesta rota 
estao os pontos de checagem, que avaliam a 
prontidao das celulas para procederem no ci¬ 
clo. Cada ponto de checagem representa uma 
alga de controle que torna a iniciagao de um 


evento do ciclo celular dependente do total 
sucesso de um evento anterior. Muitos pontos 
de checagem operam na mitose para assegu¬ 
rar que a celula nao tentara se dividir ate que 
tenha concluido todos os eventos precedentes 
necessarios. Um importante ponto de checa¬ 
gem estabelece que todo o DNA tenha sido 
replicado; outros pontos de checagem deter- 
minam se ha alguma lesao do DNA e adiam a 
mitose ate que o reparo tenha ocorrido. Isto 
explica por que uma caracteristica comum do 
ciclo de provavelmente todas as celulas soma- 
ticas eucarioticas e que a completa replicagao 
de DNA representa um pre-requisito para a 
divisao celular. 3 

As interrupgoes sao importantes tambem 
para permitir que o sistema-controle do ciclo 
celular seja regulado por sinais provenientes 
do meio ambiente. Estes controles ambientais 
geralmente agem sobre o sistema-controle em 
um ou outro dos dois importantes pontos de 
checagem do seu ciclo: em G 1? exatamente an¬ 
tes de entrar na fase S, e em G 2 , no inicio da 
mitose. Em celulas eucarioticas superiores, si¬ 
nais que regulam o ciclo comumente agem no 
ponto de controle de G v Quando as circuns- 
tancias impedem a divisao celular, muitas 
celulas entram em repouso neste estagio. Em 
um ciclo celular continuo, e no ponto de con¬ 
trole G x que o sistema-controle do ciclo celular 
aciona um processo que iniciara a fase S, e no 
ponto controle G 2 desencadeara a fase M. 3 

Os primeiros dados sobre a regulagao da 
fase S vieram de estudos em que as celulas hu- 
manas de varios estagios do ciclo celular esta- 
vam unidas para formar uma unica celula com 
dois nucleos. Esses experimentos revelaram 
que, quando uma celula em fase G ± e fusiona- 
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da com uma celula em fase S, a replicagao do 
DNA ocorre no nucleo da G x (presumivelmen- 
te desencadeada pela atividade da S-Cdk na 
celula em fase S). A fusao de uma celula em 
fase G 2 com uma celula em fase S, entretanto, 
nao promove sintese de DNA no nucleo da G 2 . 
Esses estudos forneceram uma clara sugestao 
de que as celulas que tiverem completado a 
fase S sao incapazes de replicarem novamen- 
te seus DNAs, mesmo quando fornecida uma 
S-Cdk ativa. Aparentemente, a passagem pela 
mitose e necessaria para a celula recuperar a 
capacidade de sofrer a fase S. 2 

A ativagao da S-Cdk, no final da G v da a 
partida e inicia a replicagao do DNA. O ini¬ 
tio da replicagao tambem requer a atividade 
de uma segunda proteina-quinase, que cola- 
bora com a S-Cdk para causar a fosforilagao 
do complexo de reconhecimento de origem 
(CRO), complexo este que se liga a origem 
de replicagao por todo o ciclo celular e serve 
como plataforma para varias outras proteinas 
regulatorias. 2 

A atividade da S-Cdk se mantem alta du¬ 
rante a G 2 e no initio da mitose, evitando 
que re-replicagoes ocorram apos a conclusao 
da fase S. A M-Cdk tambem ajuda a assegu- 
rar que nao ocorram re-replicagoes durante 
a mitose, fosforilando as proteinas Cdc6 e 
Mem. A Gi/S-Cdk tambem ajuda a induzir 
a exportagao da Mem para fora dos nucleos, 
certificando que o excesso de proteinas Mem 
que nao se ligaram nas origens ao final da G ± 
seja retirado de agao antes que a replicagao 
inicie. A finalizagao da replicagao do DNA 
deixa as celulas G 2 com duas copias exatas do 
genoma, no qual cada cromossomo replica- 
do consiste de duas cromatides-irmas iden- 
ticas coladas uma na outra ao longo da sua 
extensao. A celula, entao, sofre um dramatico 
transtorno na fase M, no qual os cromosso- 
mos duplicados e outros conteudos celulares 
sao distribuidos igualmente nas duas celulas- 
-filhas. Os eventos da mitose sao desencade- 
ados pela M-Cdk, que e ativada apos a fase S 
estar completa. 2 

A ativagao de M-Cdk inicia com o acumulo 
de M-ciclina (ciclina B nas celulas de verte- 
brados). No ciclo celular embrionico, a sin¬ 
tese de M-ciclinas e constante durante o ciclo 
celular, e o acumulo de M-ciclinas resulta de 
uma diminuigao na sua degradagao. A capaci¬ 
dade da M-Cdk de ativar seu proprio ativador 


(Weei) sugere que a ativagao da M-Cdk na 
mitose envolve uma retroalimentagao positi- 
va. De acordo com este interessante modelo, 
a ativagao partial da Cdc25, provavelmente 
por uma proteina chamada de polo-quinase, 
conduz a ativagao parcial de uma subpopula- 
gao de complexos M-Cdk, que fosforilam mais 
moleculas de Cdc25 e Weei. Isso leva a maior 
desfosforilagao e a ativagao da M-Cdk. Tais 
mecanismos rapidamente promovem a ativa¬ 
gao completa de todos os complexos M-Cdk 
na celula, convertendo um aumento gradual 
nos niveis de M-ciclinas em um mecanismo 
do tipo comutador, com aumento brusco na 
atividade de M-Cdk. 2 


Proteinas e enzimas 
envolvidas no controle 
do ciclo celular 

Algumas caracteristicas do ciclo celular, 
incluindo o tempo necessario para comple- 
tar certos eventos, variam muito de um tipo 
de celula para outro, ainda que no mesmo or- 
ganismo. A organizagao basica do ciclo e do 
sistema de controle e essencialmente a mesma 
em todas as celulas eucarioticas. As primeiras 
proteinas do sistema-controle surgiram ha bi- 
lhoes de anos, tendo sido conservadas ao lon¬ 
go da evolugao, tanto que muitas funcionam 
perfeitamente quando transferidas de uma 
celula humana para uma levedura. Portanto, 
o ciclo celular e a sua regulagao podem ser es- 
tudados em uma grande variedade de organis- 
mos, e todo o conhecimento obtido pode ser 
centralizado em um unico modelo de como as 
celulas eucarioticas se dividem. 2 

No initio dos anos de 1970, foram identi- 
ficados mutantes de leveduras defectivos de 
controle do ciclo celular, os quais foram cha- 
mados de mutantes ede (ciclo de divisao celu¬ 
lar). No caso, eram dois, um detectado na le¬ 
vedura Saccharomyces cerevisiae , denomina- 
do cdc28 , e um em seu homologo, identificado 
em Schizosaccharomyces pombe , denomina- 
do cdc 2 . Eles se detem tanto no ponto start 
da fase G ± do ciclo como na transigao G 2 /M, 
indicando que as proteinas Cdc28 e Cdc 2 sao 
fundamental para que esses pontos do ciclo 
sejam transpostos. Muitas dessas mutagoes 
levam as celulas a pararem em um ponto es- 
pecifico do ciclo celular, sugerindo que o pro- 



duto normal de um gene e necessario para que 
ele va alem desse ponto. 

Nos anos de 1980, tambem foram identi- 
ficadas, em outros tipos celulares, novas pro- 
teinas que se acumulam ao longo do periodo 
interfasico e sao degradadas rapidamente no 
final da mitose. 

Protema-quinases 
dependentes de ciclina (Cdks) 

As Cdks sao os motores que impulsionam 
os eventos do ciclo de celulas eucarioticas e 
determinam o tempo em que cada um deve 
ocorrer. No complexo ciclo celular, sao tam¬ 
bem os processadores de informagoes, ga- 
rantindo a integragao dos sinais extracelular 
e intracelular, assim como a boa coordenagao 
de eventos do ciclo celular em face da mudan- 
ga ambiental ou de falha mecanica. Assim, se 
pretendemos compreender os mecanismos 
fundamental de controle do ciclo celular, te- 
mos de compreender a estrutura e a regulagao 
das Cdks. 6 

Existem duas familias de proteinas que 
sao chave para o funcionamento do sistema- 
-controle do ciclo celular (Figura 4.1). A 
primeira e a familia das proteina-quinases 
dependentes de ciclina (Cdk ou Cdc2), as 
quais induzem processos dependentes pela 
fosforilagao de serinas e treoninas em prote¬ 
inas selecionadas. A segunda e uma familia de 
proteinas ativadoras especializadas chamadas 
de ciclinas, que se ligam as moleculas de Cdk 
durante a G ± e controlam sua habilidade de 
fosforilar proteinas-alvo apropriadas. Essas 


proteinas sao assim chamadas porque sofrem 
um ciclo de sintese e degradagao em cada ciclo 
de divisao celular. 2 

Hoje existem cerca de doze Cdks. A pri¬ 
meira a ser descrita, a Cdki (ou Cdc2), foi por 
muito tempo considerada como a mestra das 
quinases no ciclo celular, pois acreditava-se 
que era a responsavel por todas as transigoes 
do ciclo celular. 7 Isto e valido para leveduras, 
onde a atividade de Cdki e exigida no periodo 
de Gj/S e na transigao G 2 /M. 8 No entanto, nas 
celulas de mamiferos, a atividade da Cdki so e 
exigida na transigao G 2 /M. 9 Entretanto, para 
a Cdki tornar-se ativa ela deve se ligar na ci¬ 
clina A, B. 10 " 12 

As subunidades cataliticas da Cdk nao 
agem sozinhas: a sua capacidade de acionar 
os eventos do ciclo celular e completamente 
dependente de ciclina e subunidades associa- 
das, cuja oscilagao de concentragao pode estar 
sujeita a fase especifica da atividade da Cdk. 
Embora a ciclina seja obrigatoria, o principal 
determinante da fungao de Cdk sao camadas 
adicionais de subunidades reguladoras, e as 
proteina-quinases, que tambem modulam a 
atividade de Cdk, fazem o reconhecimento 
do substrata e a localizagao subcelular. Esta 
afinada rede regulamenta e assegura que os 
eventos da mecanica para a duplicagao de 
DNA e da divisao celular ocorram de forma 
precisa e coordenada. 6 

Essas moleculas de Cdk durante a G ± sao 
requeridas para o inicio da fase S. 2 A ciclina 
nao pode ser detectada na celula no inicio 
da G x , mas sua sintese comega nessa fase e 
continua ao longo das fases S e G 2 . A medida 
que ela se acumula, forma um complexo com 
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Figura 4.1 

O complexo de ciclina 
com Cdk age como uma 
proteina-quinase para 
desencadear processos 
dependentes. Sem ci¬ 
clina, a Cdk e inativa. 



Citogenetica humana 
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Cdk: o fator promotor de maturagao (MPF). 
O complexo, no entanto, permanece inativado 
ate o final da interfase. A ativagao do MPF e 
responsavel pela transigao de G 2 /M, uma vez 
que da initio aos principals eventos da mito- 
se. A forma inicialmente inativa e posterior- 
mente ativada do MPF na interfase depende, 
respectivamente, de processos especificos de 
fosforilagao e desfosforilagao da sua subuni- 
dade Cdk. Quando o complexo e formado, a 
Cdk esta fosforilada em um residuo de treoni- 
na e um de tirosina. 13 Essa dupla fosforilagao 
a mantem inativa e, consequentemente, tam- 
bem o MPF, enquanto ele se acumula durante 
S e G 2 . Esses dois residuos sao desfosforilados 
por uma agao de uma fosfatase denominada 
Cdc25 e, quando isso ocorre, o dimero MPF se 
torna ativo e apto para atuar como proteina- 
-quinase, fosforilando varias proteinas-alvo 
importantes na mitose (Quadro 4.1). 1 ’ 5 

Fator promotor de 
maturagao (MPF) 

A mitose depende da ativagao de uma 
proteina pre-existente, a quinase de fase M, 
a qual possui duas subunidades. Uma delas 
e a subunidade catalitica de quinase, ativada 
pela modificagao no inicio da fase M. A outra 
subunidade e uma ciclina, assim denominada 
porque e acumulada em consequencia da sin- 
tese continua durante a interfase. A sintese de 


RNA e de proteinas nao histonicas continua (a 
primeira em menor quantidade). Alem disso, 
ocorre o acumulo de um complexo proteico 
citoplasmatico, denominado fator promotor 
de maturagao (MPF), que e considerado o 
regulador geral da transcrigao de G 2 para M, 
induzindo a entrada em mitose e sendo res¬ 
ponsavel por quatro eventos dessa fase: con- 
densagao cromossomica, ruptura do envolto- 
rio nuclear, montagem do fuso e degradagao 
da proteina ciclina, que, quando destruida, 
e responsavel pela inativagao da quinase M 
e pela liberagao das celulas-filhas da mitose. 
A ativagao final do MPF e quase explosiva. 
Acredita-se que isso seja devido a um meca- 
nismo de retroalimentagao positiva, em que a 
concentragao de MPF ativo aumenta a ativida- 
de das enzimas que ativam o MPF: desta ma- 
neira, a concentragao de MPF ativo aumenta 
a uma velocidade acelerada ate que um ponto 
critico seja alcangado, onde um grande fluxo 
de MPF ativo desencadeia os eventos depen- 
dentes que levam a celula a entrar em mitose. 
O MPF tambem e inativado rapidamente pela 
degradagao da ciclina mitotica no limite das 
fases metafase-anafase, permitindo que a ce¬ 
lula saia da mitose 2 (Figura 4.2). 

Os niveis de ciclina sao controlados pela 
proteolise. Sua degradagao e resultado do me- 
canismo ubiquitina-dependente e exige uma 
pequena sequencia perto do N-terminal da ci¬ 
clina mitotica. 6 A importancia da degradagao 


QUADRO 4.1 


Ciclo celular e a fosforilagao e desfosforilagao de proteinas 

A fosforilagao (catalisada por quinases) e a desfosforilagao (catalisada por fosfatases) sao eventos 
criticos que regulam o ciclo celular. Ambas sao utilizadas para controlar as atividades do proprio 
circuito regulador e para controlar a atividade dos substratos que executam as decisoes do circuito 
regulador, que consiste de uma serie de quinases e fosfatases que respondem a sinais externos e 
pontos de checagem, fosforilando ou desfosforilando o proximo membro da rota. 0 objetivo final do 
circuito e determinar a atividade da quinase de fase M (ou da quinase de fase S) pelo controle de seu 
estado de fosforilagao. 

A ativagao da quinase Meo evento que desencadeia o estabelecimento da fase M. A inativagao e 
necessaria para a saida da fase M, sugerindo que os eventos regulados pela quinase de fase M sao 
reversiveis, isso porque a fosforilagao de substratos e necessaria para o retorno da organizagao 
apresentada na interfase. 

Pelo fato de o MPF induzir a entrada da celula em mitose, a quinase de fase M desencadeia suas 
atividades direta ou indiretamente. Ela pode ser um “regulador-mestre”, que fosforila proteinas-alvo 
que, por sua vez, atuam na regulagao de outras fungoes necessarias; ou ela pode ser um “cavalo 
de forga” que, por agao propria, fosforila substratos necessarios para executar os eventos 
reguladores ou a reorganizagao celular envolvidos no ciclo. 2 / 








da ciclina e mais evidente no controle da saida 
da mitose, onde a destruigao das ciclinas mi- 
toticas e necessaria para o initio da telofase, 
bem como para os preparativos para o proxi¬ 
mo ciclo celular 14 (Figura 4.3). 

Duas ubiquitina-ligases sao importantes 
na destruigao das ciclinas e de outros regu- 
ladores do ciclo celular. Nas fases G x e S, um 
complexo de enzimas denominado SCF (ini- 
ciais das suas tres principals subunidades 
proteicas) e responsavel pela ubiquitinagao e 
pela destruigao das G^S-ciclinas e de certas 
proteinas CKI (proteinas inibidoras de Cdk) 
que controlam o inicio da fase S. Na fase M, 
o complexo promotor da anafase (APC) e res¬ 
ponsavel pela ubiquitinagao e pela proteolise 
da M-ciclina e de outras reguladoras da mi¬ 
tose. Esses dois grandes complexos de mul- 
tissubunidades contem alguns componentes 
relacionados, mas sao regulados de diferentes 
maneiras. A atividade da SFC e constante du¬ 
rante o ciclo celular. A ubiquitinagao da SCF e 
controlada por mudangas no estado de fosfo- 
rilagao das proteinas-alvo: somente as protei¬ 


nas especificamente fosforiladas sao reconhe- 
cidas, ubiquitinizadas e destruidas (Figura 
4.4). A atividade da APC, ao contrario, muda 
nos diferentes estagios do ciclo celular. A APC 
e acionada principalmente pela adigao de su¬ 
bunidades ativadoras no complexo. 2 

Polo-quinases (Plks) 

As Plks sao parte de uma familia de ciclo 
celular independente de protema-quinases- 
-ciclina. Polo, o prototipo enzima, foi inicial- 
mente identificada em Drosophila como um 
gene do ciclo celular com uma fungao essential 
durante G 2 -M. 15 Alelos mutantes do gene polo 
sao responsaveis pela formagao de fusos mi- 
toticos monopolares e multipolares e tambem 
pela segregagao anormal de cromossomos. 16 

A quinase e composta de um catalisador 
e um dominio PBD (Po/o Box Domain), que 
deve ligar a uma proteina previamente fosfo- 
rilada por uma quinase primaria para permitir 
a ativagao da Plki. 17 Alem disso, a Plki e ativa- 
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Figura 4.2 

O complexo ciclina- 
-Cdk e enzimatica- 
mente inativado 
logo apos sua 
formagao. Subse- 
quentemente, a Cdk 
e fosforilada nos 
sitios necessarios 
para sua ativagao e 
em outros sitios que 
inibem sua ativida¬ 
de. Neste ponto, o 
MPF permanece ina- 
tivo. Como mostra a 
figura, o complexo e 
finalmente ativado 
por uma fosfatase 
que remove grupos 
fosfato que inativam 
o complexo. O meca- 
nismo de controle 
desta ativagao ainda 
nao esta claro. 
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da pela fosforilagao da sua T-loop ativada por 
uma quinase. A Plki esta localizada nos cen- 
trossomos, nos cinetocoros e no fuso central 
( midbody ) durante a mitose, desempenhando 
varios papeis durante a mitose, participando 
da transigao da fase G 2 /M e inibindo ou atra- 
sando a entrada da celula na mitose. 12 

A atividade de Plki tambem e necessaria 
para a maturagao dos centrossomos, recru- 
tando proteinas necessarias para os microtu- 
bulos que participaram da montagem do fuso 
bipolar, pela fosforilagao dessa quinase que 
vai interagir com varias proteinas envolvidas 
na dinamica dos microtubulos. 18 ’ 19 

A exata fungao da Plki nos cinetocoros e 
a sua participagao na checagem do fuso con- 
tinuam a ser esclarecidas. A Plki tambem e 
necessaria para ativar a E3 ubiquitina-ligase 
APC/C responsavel por acionar a degradagao 
proteica na mitose. Embora a Plki fosforile di- 
retamente as subunidades APC/C, seu efeito 
sobre a atividade APC/C e menor 20 quando 
comparado a fosforilagao por Cdki/ciclina 
Bl. 21 

Finalmente, provas da fungao da Plki na 
citocinese tern sido encontradas em diversos 
organismos. 12 A formagao do septo e prejudi- 
cada na cisao de leveduras quando as quinases 
sao defeituosas/mutantes, enquanto septos 
ectopicos sao formados quando a quinase e 


superexpressada. 22 ’ 23 Em Drosophila , polo- 
-quinase mutante tambem mostra defeitos na 
citocinese em diversos estagios da espermato- 
genese. 24 Ja em celulas de vertebrados, a qui¬ 
nase se localiza no fuso central. 25 

Ja foi demonstrado anteriormente que o 
estado estacionario da Plk e niveis proteicos 
sao coordenadamente regulados, havendo um 
crescimento constante a partir de uma baixa 
em Gi para um pico durante G 2 -M 26 > 27 

Aurora-quinases 

As aurora-quinases foram primeiramen- 
te identificadas em S. cerevisiae e Droso¬ 
phila . 28 > 29 Celulas de leveduras possuem ape- 
nas uma aurora-quinase, invertebrados como 
Drosophila e C. elegans tern duas (tipos A e 
B), e os mamiferos tern tres (tipos A, B e C). 3 ° 
De um ponto de vista evolutivo, os tipos A e 
B tern evoluido a partir de um ancestral co¬ 
mum, enquanto o tipo C tern evoluido a partir 
do tipo B. 31 Consequentemente, a aurora A 
tern fungoes distintas, enquanto as auroras B 
e C apresentam as mesmas partes funcionais. 
Ainda com suas diferengas, todas as tres qui¬ 
nases estao envolvidas no controle de muitos 
processos necessarios de mitose. 12 

Aurora-quinases sao proteinas nucleares 
com diferentes localizagoes subcelulares. A 



Figura 4.3 

As proteina- 
-quinases depen- 
dentes de ciclina 
(Cdks) se associam 
com varias ciclinas 
nas diferentes eta- 
pas do ciclo celular, 
formando um com- 
plexo Cdk-ciclina. 

A ativagao deste 
complexo induz pro¬ 
cessos que condu- 
zem a celula atraves 
de distintas fases do 
ciclo. A degradagao 
das ciclinas inativa 
o complexo. 









aurora A esta sempre associada aos centros- 
somos e, em determinada etapa, se dispersa 
para os microtubulos ate sair da mitose. 32 
Bischoff e colaboradores, 33 utilizando imuno- 
fluorescencia indireta com anticorpos aurora 

A, encontraram a localizagao da aurora A em 
centrossomos, fusos polares e fusos da pro- 
fase e da metafase, mas predominantemente 
foi encontrada junto ao fuso durante telofase 
das celulas do timo, dos testiculos e do flgado 
fetal, alem de ter baixa expressao na medula 
ossea, nos linfonodos e no bago. A aurora A 
pode ser degradada quando a mitose ocorre 
tardiamente ou se a fase G ± for precoce. 34 A 
aurora B e uma quinase que tambem e um 
passageiro cromossomico tlpico. Ela comega 
a acumular-se em G 2 . Na profase, quando os 
cromossomos se condensam, ela encontra-se 
nos seus bragos. Na metafase, a localizagao da 
aurora B comega a hear confinada aos cineto- 
coros, e na anafase abandona os cinetocoros e 
fica no fuso central (midbody), enquanto ha 
a migragao das cromatides para os polos para 
que a citocinese ocorra. 35 Podemos observar 
sua expressao mais elevada e em nivel normal 
no timo e no flgado fetal. 33 A aurora C exibe 
fungoes similares aquelas atribuidas a aurora 

B, sendo necessaria para a citocinese. 36 Por 
isso, a aurora C pode ser uma quinase tao im- 
portante como outras quinases na regulagao 
de varios eventos mitoticos, estando localiza- 
da nos centrossomos da anafase na citocine¬ 


se 37 e sendo predominantemente expressa nos 
testiculos. 38 


Apoptose 

Durante o desenvolvimento de um orga- 
nismo eucarioto multicelular, algumas celulas 
sao destinadas a morrer. As celulas indeseja- 
das sao eliminadas durante a embriogenese, 
a metamorfose e a renovagao tissular. Esse 
processo e chamado de morte celular progra- 
mada, ou apoptose (do grego apo = a partir 
de, ptose = queda), oferecendo um controle 
crucial sobre o numero total de celulas. 3 

O controle apropriado da apoptose e cru¬ 
cial em provavelmente todos os eucariotos 
superiores, pois a morte celular equilibra exa- 
tamente a divisao celular. Se isso nao aconte- 
cesse, o tecido poderia crescer ou encolher ou, 
ainda, as falhas na apoptose poderiam permi- 
tir que celulas tumorigenicas sobrevivessem, 
contribuindo, portanto, para o cancer. A ati- 
vagao inapropriada da apoptose esta envolvi- 
da em doengas neurodegenerativas. 

As celulas que morrem devido a uma lesao 
aguda tipicamente incham e arrebentam. Elas 
expelem seus conteudos sobre todas as celulas 
vizinhas em um processo chamado de necrose 
celular, provocando uma resposta inflamato- 
ria potencialmente prejudicial (Tabela 4.1). 
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Figura 4.4 

A fosforilagao de uma 
proteina-alvo, tal como 
a CKI mostrada, permite 
que a proteina seja co- 
nhecida pela SCF, a qual 
e constitutivamente ati- 
va. Com a ajuda de duas 
proteinas denominadas 
El e E2, a SCF age como 
uma ubiquitina-ligase 
que transfere nuiltiplas 
moleculas de ubiquitina 
para a proteina CKI. A 
proteina CKI ubiquiti- 
nada e imediatamente 
reconhecida e degradada 
em um proteossomo. 


SCF ativa 
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50 TABELA 4.1 

Comparagao entre os aspectos morfologicos e fisiologicos da necrose e da apoptose 


Caracterfsticas 

Necrose 

Apoptose 

Tamanho celular 

Aumentado (edema) 

Reduzido (encolhe) 

Nucleo 

Picnose; cariolise 

Fragmentagao em particulas do 
tamanho de lisossomos 

Membrana plasmatica 

Danificada 

Intacta; estrutura alterada 
(orientagao dos lipideos) 

Conteudo celular 

Digestao enzimatica; pode 
extravasar para fora da celula 

Intacto; pode ser liberado 
(corpos apoptoticos) 

Inflamagao adjacente 

Frequente 

Ausencia 

Papel fisiologico ou 
patologico 

Sempre patologica (parte final 
da lesao celular irreversivel) 

Geralmente fisiologica (eliminagao 
celular); patologica (lesao no DNA) 


Em contraste, uma celula que sofre apoptose 
morre de forma ordenada, sem prejudicar as 
celulas vizinhas. As mudangas morfologicas 
que ocorrem durante o processo incluem a 
fragmentagao do DNA, resultante de clivagens 
entre os nucleossomos, a condensagao da cro- 
matina e a fragmentagao nuclear em peque- 
nos nucleos, o que da a celula um aspecto gra- 
nulado. Quando a fosfatidilserina fica exposta 
na superficie da celula, ela adquire a fungao 
de mandar um sinal de “comam-me” para os 
macrofagos, que podem mediar efetivamente 
a liberagao dos corpos apoptoticos 39 Este tipo 
de morte celular, portanto, e sugerido para 
nao desencadear inflamagao. 

A apoptose e uma forma bem regulada de 
morte celular, que pode ser iniciada por dois 
diferentes tipos de sinais: sinais de estresse 
intracelulares e ligantes extracelulares. Sinais 
intracelulares de estresse, tais como retirada 
do fator de crescimento, danos no DNA, es¬ 
tresse oxidativo, ou oncogene ativagao, levam 
a permeabilizagao da membrana externa da 
mitocondria. A consequente liberagao de cito- 
cromo c e de outras proteinas pro-apoptoticas 
propaga o sinal apoptotico. 40 ’ 41 

A apoptose pode ser desencadeada por 
uma serie de estimulos, incluindo remogao de 
fatores essenciais de crescimento, tratamento 
com glicocorticoides, irradiagao y e ativagao 
de certos receptores especificos, denominados 
receptores de morte. (Figura 4.5). 1,3 Outro 
meio de iniciar a apoptose e utilizado no siste- 
ma imune, onde linfocitos T citotoxicos 2 ma- 
tam as celulas-alvo por um processo que en- 


volve a liberagao de granulos contendo serina- 
-proteases e outros componentes liticos. Um 
destes componentes e a perforina, que pode 
fazer buracos na membrana da celula-alvo. 3 
A habilidade da proteina supressora de tumor 
P53 de desencadear a apoptose e uma impor- 
tante defesa contra o cancer. A apoptose e im- 
portante, portanto, nao somente no desenvol- 
vimento dos tecidos, mas na defesa imune na 
eliminagao de celulas cancerosas. 40 

A ativagao da rota responsavel pela apop¬ 
tose depende de uma familia de proteases que 
apresenta uma cisteina no sitio ativo e cliva 
suas protemas-alvo em acido aspartico espe- 
cifico, denominadas caspases. Elas sao sinte- 
tizadas na celula com um precursor inativo, 
ou procaspases, o qual normalmente e ativado 
pela clivagem do acido aspartico por outras 
caspases. Uma vez ativadas, as caspases cli- 
vam e entao ativam outras procaspases, resul- 
tando em uma cascata de amplificagao prote- 
olitica. 2 ’ 40 Algumas clivam a lamina nuclear, 
por exemplo, causando a quebra irreversivel 
da lamina; outras clivam uma proteina que 
normalmente mantem a enzima degradadora 
do DNA no nucleo da celula. Assim, a celula 
se desmancha rapida e ordenadamente, e seu 
cadaver e rapidamente tornado e digerido por 
outras celulas. 2 

A ativagao da via da morte intracelular, 
como a entrada em um novo estagio do ciclo 
celular, normalmente e desencadeada por um 
modelo totalmente “tudo-ou-nada”. A cascata 
de protease nao e somente destrutiva e auto- 
estimulada, mas tambem irreversivel; uma 









vez que a celula tenha avangado ate um ponto 
critico ao longo da via de destruigao, ela nao 
pode voltar atras. 2 

Um principio geral da ativagao e desenca- 
deado por proteinas adaptadoras que fazem 
com que multiplas copias de procaspases es- 
pecificas, conhecidas como procaspases ini- 
ciadoras, se unam firmemente, em um com- 
plexo ou agregado. Elas sao dotadas de uma 
pequena atividade de protease e, quando sao 
forgadas a entrar no complexo, sua proximi- 
dade faz com que uma clive a outra, desenca- 
deando sua mutua ativagao. Quando a caspa- 
se do topo da cascata esta ativada, ela cliva a 
proxima procaspase para estimular o sinal de 
morte, que se estende por toda a celula. 

A ativagao da procaspase pode ser desen- 
cadeada de fora da celula por uma ativagao 
de receptores de morte ou receptor Fas, na 
superficie da celula. Um anticorpo direciona- 
do contra a proteina Fas mata as celulas que 
a expressam em sua superficie. A razao e que 
a reagao anticorpo-Fas ativa a Fas, o que de- 
sencadeia uma rota para a apoptose. 3 O agru- 
pamento de proteina Fas recruta os adaptado- 
res de proteinas intracelulares que se ligam e 
agregam moleculas procaspase-8, que clivam 
e ativam uma a outra. As moleculas caspase-8 
ativadas vao ativar as proximas procaspases, 
para induzirem a apoptose. 2 

No caso do processo melhor compreendi- 
do, as mitocondrias sao induzidas a liberar 
a proteina carreadora de eletrons citocromo 
c para dentro do citosol, onde ela liga e ati¬ 


va uma proteina adaptadora denominada 
Apaf-i. A liberagao do citocromo c da mito¬ 
condria e promovida pela familia de proteinas 
chamada de Bcl- 2 , que ajudam a regular a ati¬ 
vagao das procaspases. Alguns membros des- 
sa familia, como a propria Bcl -2 ou a Bcl-X L , 
inibem a apoptose, pelo menos parcialmente, 
ao bloquearem a liberagao do citocromo c da 
mitocondria. Outros membros da familia Bcl- 
-2 nao sao inibidores da morte - em vez dis- 
so, promovem a ativagao das procaspases e a 
morte celular. Algumas dessas promotoras da 
apoptose, tal como a Bad , funcionam por liga- 
gao e inativagao da familia dos membros inibi¬ 
dores da morte, enquanto outras, como a Bax 
e a Bak , estimulam a liberagao do citocromo c 
da mitocondria. Se os genes que codificam a 
Bax e a Bak sao inativados, as celulas sao no- 
tavelmente resistentes a muitos estimulos in- 
dutores da apoptose, indicando a importancia 
crucial dessas proteinas na indugao da apop¬ 
tose 2 A apoptose envolve a localizagao (ou tal- 
vez o aumento da concentragao) de membros 
da familia Bcl -2 na membrana mitocondrial, 
incluindo Bid (necessario para a liberagao de 
citocromo c) e Bax (talvez envolvido nas mu- 
dangas de permeabilidade da membrana). 3 

Outra importante familia de reguladores 
intracelulares da apoptose e a familia IAP 
(proteinas inibidoras da apoptose). Estas pro¬ 
teinas inibem a apoptose por duas vias: elas se 
ligam a algumas procaspases para evitar sua 
ativagao, e ligam-se a caspases inibindo sua 
atividade. As IAPs foram originalmente desco- 
bertas como proteinas produzidas por certos 
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vims de insetos, que as usam para evitar que a 
celula infectada morra antes que o vims tenha 
tempo de replicar-se. Quando a mitocondria 
libera o citocromo c para ativar a.Apaf-1 , eles 
tambem liberam uma proteina que bloqueia 
as IAPs, aumentando em muito a eficiencia do 
processo de ativagao da morte. 2 

O programa de morte celular intracelular 
tambem e regulado por sinais extracelulares, 
que podem ativar ou inibir a apoptose. Esses 
sinais moleculares atuam principalmente re- 


gulando os niveis ou a atividade dos membros 
das familias Bel -2 e IAP. 2 

A existencia de mecanismos para inibir, as- 
sim como para ativar, a apoptose sugere que 
muitas (ou ate mesmo todas) celulas possuem 
uma capacidade intrinseca para a apoptose. 
Se os componentes da rota sao onipresentes, o 
determinante critico que decide se uma celula 
deve viver ou morrer pode depender dos me¬ 
canismos reguladores que definem se a rota 
deve ser ativada ou reprimida. 3 
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Capitulo 5 


Rejane Gus 


Tecnicas de cultura 
de tecidos para 
analise citogenetica 


Introdu^ao 

Varios tipos de tecidos humanos podem 
ser usados para a preparagao dos cromosso- 
mos e posterior analise do cariotipo. A escolha 
do tecido depende do tipo de paciente (pre ou 
pos-natal), do proposito do diagnostico (cons- 
titucional ou adquirido) e da indicagao clinica. 
No diagnostico pre-natal, as celulas fetais sao 
utilizadas para o diagnostico constitucional do 
complemento cromossomico do feto. Os teci¬ 
dos mais utilizados para este proposito sao as 
celulas do liquido amniotico (LA), que sao os 
amniocitos; as vilosidades corionicas (mate¬ 
rial placentario) e os linfocitos de sangue fetal 
(do cordao umbilical), nesta ordem de prefe¬ 
rence. Alem disso, a escolha do tipo de tecido 
e do procedimento a ser realizado depende de 
alguns fatores como a idade gestacional, ou se 
o diagnostico citogenetico e de importancia 
primaria ou secundaria para outros testes ge- 
neticos (moleculares ou bioquimicos). Outros 
tecidos fetais, como placenta, pele, pulmao, 
liquido ascitico ou renal, tambem podem ser 
utilizados para a avaliagao citogenetica em 
casos de indicagao terapeutica ou termino da 
gestagao. 1 Para pacientes neonatos ou adul- 
tos, o tecido mais comumente utilizado para o 
diagnostico cromossomico constitucional e o 
sangue periferico. Embora em uma frequencia 
bem menor, pode-se utilizar nestes pacientes 
a biopsia de pele ou de ovarios, dependendo 
da indicagao. Para as anormalidades cromos- 
somicas adquiridas, frequentemente associa- 
das a neoplasias, utiliza-se a medula ossea ou, 
em casos de tumores solidos, biopsias do pro- 
prio tumor. 


A maioria dos tecidos utilizados para o 
diagnostico citogenetico nao possui um nume- 
ro significativo de mitoses espontaneas, sen- 
do quase sempre necessaria uma cultura de 
celulas para a preparagao dos cromossomos. 
Consequentemente, as tecnicas de cultura de te¬ 
cidos tern se transformado em parte integrante e 
fundamental da pesquisa cromossomica. O con- 
ceito basico da cultura de tecidos tern permane- 
cido inalterado durante anos. Entretanto, algu- 
mas variagoes nas condigoes das culturas e no 
meio apropriado para cada uma delas tern sido 
adotadas para uma maior e mais rapida proli- 
feragao celular, bem como para a obtengao de 
maior quantidade de celulas mitoticas e melhor 
resolugao (morfologia) dos cromossomos. 2 


As bases da 
cultura de tecidos 

Qualquer que seja o tecido utilizado para 
preparagao cromossomica, este deve crescer 
em uma cultura. Os linfocitos de sangue peri¬ 
ferico, de cordao ou de medula crescem flutu- 
ando livres no meio de cultura, sem aderirem 
a nenhuma superficie. Sao as chamadas “cul¬ 
turas em suspensao”, que normalmente sao 
de curta duragao, ou seja, algumas horas (em 
geral, entre 48 e 72 horas). Por outro lado, as 
celulas epiteliais, os fibroblastos, os amnioci¬ 
tos ou as celulas de tumores solidos se aderem 
a uma superficie (do frasco) e dependem dela 
para se multiplicar. Sao as chamadas “cultu¬ 
ras de camada unica”, que sao de longa dura¬ 
gao, ou seja, levam dias (de 10 a 15) para se 
aderirem e se multiplicarem, ate tornarem-se 
confluentes, como mostra a Figura 5.1. 





A assepsia durante todo o trabalho com 
cultura de celulas e fundamental, desde a ob- 
tengao do material a ser cultivado ate a coleta 
das celulas. A relevancia deste item durante 
todo o processo merece ser sempre ressaltada, 
pois e fundamental para a obtengao de qual- 
quer resultado. A assepsia inicia na coleta do 
material, sendo a pessoa responsavel por esta 
etapa devidamente treinada neste sentido. 
O ambiente de coleta, o frasco, a seringa e o 
meio de cultura onde o material sera deposi- 
tado tambem devem ser devidamente esteri- 
lizados. 

Regras basicas para o manuseio 
e o sucesso do cultivo celular 

• Meio de cultura adequado - Para cada 
tipo de amostra, o meio deve ter os nu- 
trientes especificos. Isto sera discutido em 
cada item. 

• Ambiente apropriado para o trabalho 
(sala fechada e fluxo laminar) - O ideal e 
possuir uma sala especifica para uso exclu¬ 
sive da cultura celular. Esta sala deve ser 
permanentemente desinfetada, inclusive 
as paredes, o teto e as janelas. Caso nao 
seja possivel uma sala unica para a cultura, 
pelo menos deve ser deixado um canto do 
laboratorio geral para a colocagao do flu¬ 
xo laminar, onde nao haja muito transito 
de pessoas. Todo o manuseio do material 


deve ser dentro da capela de fluxo laminar 
(vertical), que sempre deve ser desinfetada 
com alcool isopropilico 70%, antes e depois 
de sua utilizagao. Esta capela deve possuir 
uma lampada UV, que e germicida, que 
deve permanecer ligada sempre quando 
nao ha utilizagao da capela. 

• Produtos estereis descartaveis - Estes 
produtos sao frascos, tubos e pipetas que, 
de preferencia, nao devem ser de vidro 
para evitar contaminagao pela lavagem 
inadequada, ou intoxicagao das celulas por 
utilizagao de detergentes toxicos a elas. 

• Estufa de C 0 2 - O C 0 2 e necessario para 
manutengao do pH e consequente cresci- 
mento mais rapido das celulas, mas ape- 
nas nas culturas abertas. As culturas fe- 
chadas, como no caso de sangue periferi- 
co, nao necessitam desta estufa - pode ser 
uma estufa bacteriologica comum, desde 
que regulada a 37°C, temperatura comum 
a todas as culturas. 

0s diferentes tipos de 
cultura de tecidos 

1. Sangue periferico 

O sangue e o tecido mais utilizado para o 
diagnostico citogenetico, devido a grande va- 
riedade de casos clinicos que podem ser eluci- 
dados com o cariotipo, bem como pela simpli- 



55 


Citogenetica humana 









Maluf, Riegel & Cols. 


56 


cidade de seu cultivo. No caso do sangue peri- 
ferico, tambem devido a facilidade de obtengao 
tanto em neonatos, como em criangas e adultos. 
A coleta sempre deve ser realizada com uma 
seringa esteril, heparinizada e descartavel. No 
caso de adultos, devem ser coletados em tor- 
no de 10 mL; esse volume deve ser bem menor 
para criangas (em torno de 5 mL), sendo menor 
ainda para neonatos ou o cordao umbilical (1 a 
2 mL). O sangue de cordao umbilical e coletado 
por um obstetra experiente, depois da vigesi- 
ma semana de gestagao, com o auxilio do ul- 
trassom. A indicagao para esta coleta pode ser 
a ausencia de liquido amniotico (material mais 
apropriado para detecgao de anormalidades 
cromossomicas), devido a alguma malforma- 
gao fetal detectada mais tardiamente na gesta¬ 
gao e que tenha suspeita de cromossomopatia, 
ou mesmo para confirmagao de um cariotipo 
duvidoso em liquido amniotico. 

Tanto o sangue periferico como o de cordao 
umbilical sao processados da mesma maneira. 
Para o langamento na cultura, pingam-se de 8 
a 10 gotas de sangue total em 5 mL de meio de 
cultura (dentro da capela de fluxo laminar de- 
vidamente asseptica), deixado a 3 j°C na estufa, 
em cultura fechada ou aberta, por 72 horas. 

Meio de cultura 

O meio ideal e o RPMI 1.640, que pode vir 
completo, ja diluido ou em po. Este ultimo, 
depois de diluido com agua purificada, deve 
ser filtrado com um filtro de 0,22 p, tornando- 
-se esteril. 

Para cada 100 mL de meio RPMI 1.640, de- 
vemos adicionar (caso nao venha pronto em 
umkit): 

• 20 mL de soro bo vino fetal (SBF) 

• 1,5 mL de penicilina e estreptomicina 
(10.000 U/mL e 10 mg/mL, respectiva- 
mente) 

• 1,5 mL de L-glutamina (200 mM ou 29,2 
mg/mL) 

• 2,0 mL de fitoemaglutinina (PHA). Este 
produto, quando liofilizado, pode per- 
manecer por varios meses no freezer. 
Contudo, no momento em que e diluido, 
deve ser utilizado, no maximo em algumas 
semanas. 


O ideal e aliquotar o meio descrito ante- 
riormente em frascos de 5 mL, onde as gotas 
de sangue poderao ser pingadas diretamente 
no frasco, e ai permanecerao durante todo seu 
cultivo. 

As culturas de sangue exigem poucos cui- 
dados, podendo permanecer intocadas duran¬ 
te os tres dias de cultivo. Alguns laboratorios 
preferem dar uma homogeinizada uma ou duas 
vezes ao dia nos frascos para ressuspender as 
celulas. Nas culturas fechadas, o meio nao se 
altera, mas naquelas que fleam em uma estufa 
de C 0 2 , o meio pode acidificar demais (pode- 
mos ver por sua coloragao). Entao, e importan- 
te abrir um pouco mais a tampa do frasco (ou 
tubo) para que o gas entre, equilibrando o pH. 

Coleta das celulas 

Passadas 72 horas de cultivo, e adicionado 
0,1 mL de colchicina (ou Colcemid GIBCO), 
concentragao final de 10 pg/mL, por 35 a 
40 minutos em cada cultura. Esta substan- 
cia impede a formagao do fuso acromatico, 
estagnando as divisoes celulares na meta- 
fase, etapa esta onde os cromossomos estao 
mais individualizados e condensados, sendo 
mais apropriada para a analise do cariotipo. 
Depois do tempo da colchicina, toda a cultura 
(sangue+meio de cultura) e transferida para 
um tubo conico, quando entao sera iniciado 
o processo de coleta e fixagao das celulas. A 
seguir, os passos: 

1. Centrifugar por oito minutos a 1.500 rpm. 

2. Retirar o sobrenadante. 

3. Adicionar 7 mL de solugao hipotonica (KC 1 
0,075 M, pH 6,8) pre-aquecida a 37°C. 
Adicionar aos poucos e deixar em banho- 
-maria, a 37°C, por 15 a 20 minutos. 

4. Interromper o choque hipotonico com 0,5 
mL de fixador Carnoy (metanol: acido ace- 
tico, 3:1). 

5. Centrifugar novamente por oito minutos a 
1.500 rpm. 

6. Retirar o sobrenadante. 

7. Repetir os passos 5 e 6. 

8 . Depois de retirar o ultimo sobrenadante, 
adicionar 5 mL de fixador Carnoy e colo- 
car no freezer por no mmimo duas horas, 
melhor overnight. 
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PREPARAgAO DAS LAMINAS 

Antes de preparar as laminas propriamen- 
te ditas, o material que havia ficado no freezer 
deve ser lavado tres vezes com fixador Carnoy 
(centrifugando e retirando o sobrenadante), 
ate que se possa obter uma coloragao limpida 
e quase transparente. 

Para a preparagao das laminas, devemos 
adequar previamente o ambiente. Isto signi- 
fica tentar obter um ambiente com uma tem- 
peratura e umidade estabelecidas para a reali- 
zagao desta etapa. O ideal e ter uma sala espe¬ 
cial para isto, mas se pode adaptar o ambiente 
dentro da propria capela de fluxo laminar. 
Alguns laboratories preferem a umidade ao 
calor, mas o mais indicado e uma temperatura 
em torno dos 35°C com umidade de 22 a 25%. 
Apos a ultima lavada do material, retiramos 
o sobrenadante, deixando um pellet suficiente 
para poder pingar de 2 a 3 gotas em, no mini- 
mo, duas laminas, e deixando secar a tempe¬ 
ratura ambiente. Muita atengao ao identificar 
as laminas, pois elas sao especificas para cada 
paciente. Elas devem ser colocadas em uma 
cubeta de vidro para que passem a noite em 
uma estufa a 6o°C. Este periodo e necessario 
para que as laminas “envelhegam”, tornando 
melhor a resolugao das bandas dos cromosso- 
mos. No outro dia, as laminas sao coradas. Em 
caso de urgencia, pode-se deixar as laminas 
por 30 minutos a i8o°C. 

CoLORAgAO E BANDEAMENTO 

Uma solugao de tripsina EDTA deve ser 
preparada (diluir 0,15 mg de tripsina em 100 
mL de PBS). Esta solugao pode ser prepara¬ 
da anteriormente, aliquotada (em frascos de 
20 mL) e armazenada no freezer, sendo reti- 
rada para aquecimento apenas no momento 
do bandeamento. Neste momento, ela deve 
ser aquecida ate 37°C. Deve-se submergir as 
laminas, uma a uma, em tres solugoes diferen- 
tes: a primeira contem a tripsina que estava 
aquecida (deixar a lamina em torno de 15 a 20 
segundos), a segunda contem PBS com SBF 
(algumas gotas de SBF sao suficientes para 
interromper a agao da tripsina), e a terceira 
contem apenas PBS, para lavagem das lami¬ 
nas. Depois disto, elas sao coradas com coran- 
te Giemsa, diluido com agua destilada (20%), 


de 3 a 5 minutos. Deve-se corar apenas uma 
lamina de cada caso e observa-la ao micros¬ 
copio para ver como ficou a coloragao e o ban¬ 
deamento, e adequar o tempo do corante e da 
tripsina conforme for necessario. 

AnAlise ao microscopio 

A analise ao microscopio e a etapa final e 
mais minuciosa. Este trabalho deve ser reali- 
zado por uma pessoa devidamente treinada, 
pois o diagnostico depende exclusivamente da 
experiencia do profissional. Sao analisadas de 
15 a 20 metafases, as duas melhores sao foto- 
grafadas e os cromossomos sao pareados atra- 
ves do cariotipador automatico (computador), 
apenas para registro, pois o diagnostico ja foi 
realizado pelo olho humano. 

2. Medula ossea 

Com o estabelecimento da relagao entre 
malignidade e alteragoes cromossomicas, os 
estudos citogeneticos tern desenvolvido um 
importante papel para um numero significa- 
tivo de doengas hematologicas. Estes estudos 
citogeneticos ajudam no diagnostico, no prog¬ 
nostic© e na terapia das diferentes leucemias. 
A medula ossea e o tecido mais utilizado para 
este fim. 

Embora este tecido possa oferecer uma cul- 
tura de curta duragao (apenas 24 horas), uma 
vez que as celulas estao em continua prolife- 
ragao, ele possui algumas desvantagens: bai- 
xo indice mitotico e uma morfologia de baixa 
qualidade dos cromossomos, pois eles ten- 
dem a ser mais condensados e curtos, o que 
dificulta a analise. Para tentar amenizar estas 
desvantagens, protocolos com sincronizagao 
das culturas vem ao encontro de dois obje- 
tivos principais: aumentar o indice mitotico 
com cromossomos mais alongados e melhorar 
sua morfologia. Normalmente, os laboratories 
usam mais de um protocolo para garantir o 
sucesso dos casos. 

Protocolo 1 . Cultura dir eta 


Solugoes 

RPMI 1.640 100 mL 

Soro bovino fetal 25 mL 

Penicilina e estreptomicina 1,0 mL 

L-glutamina 1,0 mL 
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Procedimento 

1. Obter 1 a 2 mL de medula em uma seringa 
heparinizada 

2. Adicionar 5 a 10 gotas de medula em 5 mL 
de meio pre-aquecido em um tubo conico 
de 15 mL e suspender as celulas. 

3. Centrifugar a suspensao por oito minutos a 
800 rpm. Retirar o sobrenadante e ressus- 
pender as celulas. Repetir a centrifugagao 
e finalmente suspender as celulas em 5 mL 
de meio de cultura (lavar bem as celulas 
melhora a qualidade da preparagao dos 
cromossomos). 

4. Expor as celulas a colchicina, hipotonia e 
fixagao, seguindo o protocolo de coloragao 
(bandeamento GTG) de sangue periferico. 

Protocolo 2. Cultura de curta duragao 

(24 a 48 horas) 

Solugoes 

Meio de cultura especifico para medula ossea 

(Marrow Max - GIBCO). Nao ha necessidade 

de acrescentar nada mais, o meio vem pronto 

para uso. 

Procedimento 

1. Pingar aproximadamente 1 a 2 mL de me¬ 
dula em um tubo conico com meio especial 


para medula (Marrow Max) previamente 
aquecido. 

2. Suspender as celulas e colocar na estufa por 
24 ou 48 horas (melhor fazer os dois tempos 
de cultivo para ampliar a possibilidade de 
acerto na resolugao dos cromossomos). 

3. Depois deste periodo, acrescentar 0,1 mL 
de colchicina por 40 a 50 minutos. 

4. Centrifugar a 800 rpm por oito minutos. 

5. Retirar o sobrenadante, seguindo a hipoto¬ 
nia (KC1), fixagao (no minimo duas lavagens 
com fixador) e coloragao com bandeamento 
GTG. 

3. Liquido amniotico 

A amniocentese e a retirada de liquido 
amniotico (LA) da gestante atraves de uma 
agulha, sendo guiada por ultrassonografia 
para diversas analises da condigao fetal. Este 
procedimento pode ser realizado com segu- 
ranga a partir da 15 s semana de gestagao e 
tern um risco de abortamento de 0,5 a i%. 3 
Com as celulas fetais que estao flutuando 
neste liquido, podem ser realizadas analises 
bioquimicas, moleculares ou cromossomicas 
(Figura 5.2). 
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Para a analise do cariotipo fetal, sao retira- 
dos 20 mL de LA, divididos em duas seringas. 
O material e transportado ao laboratorio nas 
proprias seringas, a temperatura ambiente. 
Ao chegar ao laboratorio, o liquido e transfe- 
rido para dois tubos conicos (10 mL em cada 
um), que sao centrifugados a 1.500 rpm, du¬ 
rante oito minutos. O sobrenadante e retira- 
do e guardado no freezer para uma eventual 
necessidade de alguma analise posterior. Ao 
pellet de cada tubo conico sao adicionados 4 
mL de meio de cultura, Amniomax Complete 
(GIBCO), e colocados em um frasco de cultu¬ 
ra ventilado (com abertura na tampa), pois 
irao para a estufa de C 0 2 . Quando o obstetra 
e mais cuidadoso, os primeiros 5 mL sao co- 
letados em uma seringa separada e devida- 
mente identificada para que seja langada em 
um frasco isolado, sem centrifugar, apenas 
com meio de cultura, pois nele pode haver 
contaminagao materna. Resumindo, irao pa¬ 
ra a estufa tres frascos: dois frascos com meio 
de cultura e as celulas que foram centrifuga- 
das e um frasco com o LA da primeira serin¬ 
ga SEM centrifugar, este ultimo com apenas 
2 mL de meio de cultura. Na estufa, estas 
culturas permanecem ate atingirem a con- 
fluencia adequada para a posterior analise. 
Porem, diariamente, os frascos sao exami- 
nados ao microscopio invertido para que se 
possa ter um acompanhamento da aderencia 
ao fundo do frasco e do crescimento celular. 
Duas vezes por semana, o meio e trocado, 
sendo novamente adicionados 4 mL de meio 
em cada frasco. Apos aproximadamente oito 
dias, as celulas devem atingir a confluencia 
necessaria para serem coletadas. 

CoLETA DAS CELULAS 

Da mesma maneira que o sangue e a me- 
dula, o primeiro passo do processo e adicionar 
as culturas 0,1 mL de colchicina. As culturas 
com colchicina ficam durante 30 a 40 minu¬ 
tos na estufa. Como as celulas estao aderidas 
na superficie do frasco de cultura, para poder 
coleta-las devemos primeiro solta-las do fun¬ 
do. Isto se faz atraves da tripsina, que dissol¬ 
ve o matrix celular e faz com que as celulas se 
desprendam e fiquem flutuando no meio. 

Como proceder: primeiro, retiramos todo 
o meio do frasco e o colocamos em um tubo 


conico. Adicionamos 0,5 mL de tripsina (pre- 
viamente aquecida a 37°C) para lavar o que 
ainda restou de meio. Descartamos no mesmo 
tubo. Adicionamos mais 1,5 mL de tripsina e 
deixamos por 40 a 45 segundos na estufa para 
soltar as celulas. Observamos ao microsco¬ 
pio invertido para ver se as celulas soltaram. 
Algumas celulas que porventura ainda ficarem 
aderidas poderao ser soltas com a ajuda meca- 
nica da pipeta Pasteur ou por algumas batidas 
do frasco na bancada. A tripsina e as celulas 
sao recolhidas com uma pipeta e transferidas 
para o mesmo tubo conico inicial. Este tubo 
sera centrifugado por oito minutos a 1.500 
rpm. As celulas ficam no fundo e o sobrena¬ 
dante e descartado. 

O restante do procedimento, ou seja, hipo- 
tonia, fixagao, preparagao de laminas e colora- 
gao, e semelhante ao do sangue. 

A analise ao microscopio deve ser bem acu- 
rada, e um maior numero de metafases (e 20 a 
30) e analisado para maior seguranga. 

CuLTIVO IN SITU 

Outra maneira de se cultivar o LA e in 
situ , ou seja, o material cresce no proprio lo¬ 
cal onde sera realizada a analise, que e sob 
uma laminula colocada dentro de uma placa 
de Petri. O pellet do LA, depois de centrifuga¬ 
do, e colocado gentilmente sob uma laminula 
com 2 mL de meio Amniomax, mas apenas 
sob a laminula. As celulas irao sedimentar 
no fundo da laminula, aderir e se multiplicar 
apenas neste local. Depois de quatro dias, de¬ 
vem ser adicionados mais 2 mL de meio de 
cultura a placa de Petri. Caso seja necessario, 
e trocado o meio de cultura de toda a placa 
de Petri (total de 4 mL) passados 6 a 7 dias, 
quando entao as celulas ja estarao aderidas 
na laminula. 

O processo de hipotonia e fixagao das celu¬ 
las e o mesmo do LA descrito anteriormente, 
porem se faz todo o procedimento na propria 
placa de Petri, que contem a laminula. 

Para fazer as laminas, retira-se gentil¬ 
mente a laminula da placa de Petri, depois da 
etapa da fixagao, com o auxilio de uma pinga, 
colocando-a sob uma lamina e colando-a com 
uma gota de Entellan. Cora-se da mesma ma¬ 
neira descrita no procedimento anterior. 
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4. Bidpsia de vilosidades 
corionicas (BVC) 

A tecnica de BVC tem demonstrado ser tao 
segura e acurada quanto a amniocentese, po- 
dendo ser realizada mais precocemente, entre 
12 a 14 semanas de gestagao. 4 Este procedi- 
mento requer muita habilidade do medico que 
ira realiza-lo, pois a coleta e mais complexa e 
envolve um maior risco de perda fetal (de 1 
a 1,5%). Retira-se, com uma agulha especial, 
aproximadamente 10 mg de vilosidades co¬ 
rionicas (placenta), por via transabdominal 
e com o auxilio da ultrassonografia. As vilo¬ 
sidades sao, na verdade, parte do trofoblasto 
e refletem o material genetico do feto, sendo, 
portanto, apropriadas para a analise do cari- 
otipo fetal. 

As vilosidades sao coletadas com meio 
de cultura (RPMI 1.640, ou HAM F-10, ou 
Amniomax) ja inserido na propria agulha. E 
aconselhavel lavar previamente as paredes da 
seringa com heparina, para evitar os coagulos 
que podem prejudicar a visualizagao do ma¬ 
terial. A etapa de separagao (dissecagao) das 
vilosidades e fundamental. Deve-se separar 
todo tecido que parece decidua, ou material 
materno, e coagulos que possam estar na area. 
Isto pode ser realizado com um bisturi e uma 


agulha de insulina. A lavagem das vilosidades 
e realizada com qualquer meio de cultura ou 
ate NaCl. Deve ser cultivado apenas material 
fetal. As vilosidades sao formagoes esbranqui- 
gadas e ramificadas que ficam ao redor da pla¬ 
centa, parecendo pequenas arvores brancas 
(Figura 5.3). 

E importante salientar que a dissecagao das 
vilosidades deve ser realizada sob microscopio 
invertido, de preferencia dentro da capela de 
fluxo laminar e de maneira esteril. 

Depois de separadas e limpas, as vilosida¬ 
des podem (e devem) passar por dois proces¬ 
ses: 

A. Direto: As metafases sao obtidas dire- 
tamente de celulas do trofoblasto que estao se 
dividindo espontaneamente. Imediatamente 
apos a coleta e a dissecagao das vilosidades, 
deve-se separar 3 ou 4 vilos e transferi-los 
para uma placa de Petri contendo 3 mL de 
meio de cultura (Amniomax). A esta placa e 
adicionado 0,1 mL de colchicina (concentra- 
gao final de 10 pg/mL), mantendo-a por 2 a 
3 horas na estufa de C 0 2 , tempo suficiente de 
atingir um bom numero de metafases. 

ATENgAO: Todo o procedimento e reali¬ 
zado na propria placa de Petri que contem as 
vilosidades. 










• Passado o tempo da colchicina, descartar o 
meio e adicionar 3 mL de solugao hipoto- 
nica (citrato de sodio a 1%) pre-aquecida a 
37°C. Deixar por 20 minutos a temperatu- 
ra ambiente. 

• Retirar o hipotonico e acrescentar 2 mL de 
fixador Carnoy. Deixar por 10 minutos. 

• Retirar o fixador e acrescentar novo fixa¬ 
dor por tempo indeterminado (no minimo 
duas horas) ate fazer as laminas. 

PREPARAgAO DAS LAMINAS 

Esta etapa e determinante e requer muito 
cuidado. 

• Retirar o fixador. 

• Fazer a desidratagao das vilosidades, pas- 
sando cada uma por quatro etapas (solu¬ 
gao de metanol 100%, 70%, 50% e agua 
destilada), deixando de 10 a 15 segundos 
em cada solugao. 

Com uma pinga, pegar uma vilosidade e co- 
locar em uma lamina seca e pre-aquecida em 
uma placa quente a 6o°C. Pingar nesta lamina 
acido acetico 60% (para soltar as metafases 
do nucleo) ate a vilosidade ficar translucida. 
Passar suavemente a pipeta Pasteur na vilo¬ 
sidade, espalhando as metafases. Repetir isto 
na placa quente. 

CoLORAgAO das lAminas 

Para fazer a coloragao, as laminas devem 
estar envelhecidas (overnight na estufa de 
6o°C). Utilizar o mesmo corante Giemsa e 
bandeamento GTG (tripsina), como nos ou- 
tros tecidos. 

AnAlise das lAminas 

Como a qualidade das metafases deste me- 
todo nao e muito boa, deve-se esperar a ana- 
lise do cultivo de longa duragao para encerrar 
o caso. Contar tantas metafases quanto for 
possivel. 

B. Cultura de longa duragao: Depois da 
limpeza e dissecagao das vilosidades, elas sao 
transferidas para o centro de uma placa de 


Petri seca e esteril, sem meio de cultura. Uma 
vez no centro da placa e com o auxilio de um 
bisturi, as vilosidades sao picadas (explantes) 
e a elas se adiciona uma gota de meio de cul¬ 
tura Amniomax. Transfere-se todo este “gui- 
sado” para um frasco com tampa ventilada, e 
espalha-se o material picado em pequenos pe- 
dagos por toda a superficie do frasco com o au¬ 
xilio de uma seringa de insulina. Dependendo 
da quantidade de vilosidades que foram coleta- 
das, prepara-se um ou dois frascos. 

Os frascos vao para a estufa de C 0 2 e la 
permanecem em posigao vertical durante uma 
hora para que os pequenos pedagos possam 
se aderir no fundo do frasco. Adicionam-se, 
entao, 3 mL de meio de cultura Amniomax, 
quando o frasco e virado para a posigao hori¬ 
zontal. Depois de tres dias, adiciona-se mais 
1 mL a cultura. Acompanha-se o crescimento 
celular diariamente ao microscopio invertido. 
As celulas irao comegar a crescer ao redor de 
cada explante, e depois, aos poucos, irao se es- 
palhar pelo frasco. Quando a cultura atinge a 
confluencia e o crescimento desejados, come- 
ga o processo de coleta das celulas. 

CoLETA DAS CELULAS 

O procedimento e similar ao do LA. 
Adiciona-se a cultura 0,1 mL de colchicina 
durante 40 minutos e, em seguida, e retirado 
o meio de cultura, sendo o frasco lavado com 
tripsina. A mesma tripsina e adicionada para 
levantar as celulas do fundo do frasco. Junta- 
-se tudo com uma pipeta Pasteur e se coloca 
em um tubo conico. 

O processo de hipotonia, fixagao, prepara- 
gao das laminas e coloragao igual ao do LA, 
porem deve-se cuidar o tempo na tripsina e 
no corante Giemsa, uma vez que sao tecidos 
diferentes. 

5 . Biopsia depele 
(pulmao ou ovario) 

Em algumas situagoes, e importante o cari- 
otipo de pele, por exemplo, quando o pacien- 
te foi transfundido ou quando o medico quer 
confirmar o resultado do sangue periferico. As 
vezes, tambem, a clinica e muito sugestiva de 
sindrome de Turner, e nao aparece nenhuma 
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(ou poucas) celula 45,X. Nestes casos, a pele 
pode ajudar a elucidar o diagnostico. 5 Em ou- 
tras situagoes, como amenorreia primaria ou 
ovarios em fita (com cariotipo de sangue peri- 
ferico normal), o ginecologista faz uma biopsia 
de ovario para pesquisar se existe outra linha- 
gem celular no orgao, sugestiva da smdrome. 

A coleta deve ser realizada de maneira total- 
mente esteril, limpando bem o local da mesma, 
normalmente no antebrago (punho), e pode ser 
realizada com uma tesoura ou punch. Um pe- 
queno pedago de pele extraido (1 cm de diame- 
tro) e suficiente para langar dois frascos. Pica- 
-se, com lamina de bisturi, pedagos menores 
ainda (explantes), sendo distribuidos no fras- 
co com uma agulha de insulina. Adicionam- 
-se 3 mb de meio (Ham F-10 ou Amniomax), 
e os frascos sao deixados na vertical por uma 
hora para melhor aderencia da pele no fundo 
do frasco. Passado este tempo, o frasco e colo- 
cado na horizontal, permanecendo assim por 
varios dias ate a cultura se tornar confluente. 
Enquanto isto, o meio e trocado duas vezes por 
semana, observando o crescimento celular dia- 
riamente ao microscopio invertido. 

Muitas vezes um feto polimalformado 
morre sem diagnostico. Porem, pela historia 


familiar ou gestacional, ou pela analise do 
anatomopatologico, ha indicagao de cromos- 
somopatia. Nestes casos, coleta-se um peda¬ 
go do pulmao do feto morto e semeia-se uma 
cultura muito semelhante ao cultivo de pele e 
ovario, cortando pequenos explantes que se- 
rao colocados no meio de cultura por alguns 
dias na estufa de C 0 2 . 

Coleta das celulas 

Quando as celulas atingem o crescimento 
desejado, e realizado o mesmo procedimento do 
LA. Adiciona-se a cultura 0,1 mL de colchicina 
durante 40 minutos e, em seguida, retira-se o 
meio de cultura, lavando com tripsina. A mes¬ 
ma tripsina e adicionada para levantar as celu¬ 
las do fundo do frasco, juntando tudo com uma 
pipeta Pasteur e colocando em um tubo conico. 
Centrifuga-se e retira-se o sobrenadante. Com 
o pellet , realiza-se o mesmo procedimento do 
LA: hipotonia, fixagao, preparagao das laminas 
e coloragao. Entretanto, deve-se cuidar o tem¬ 
po na tripsina e no corante Giemsa, uma vez 
que sao tecidos diferentes. Para isto, primeira- 
mente faz-se um teste em apenas uma lamina 
para depois corar as outras. 
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Capitulo 6 


Tecnicas de bandeamento 
e coloragao cromossomica 


Introdu^ao 

Ate os anos de 1970, os cromossomos hu- 
manos eram corados uniformemente com co- 
rantes que tinham afinidades por cromatina, 
como, por exemplo, a orceina e o Giemsa. Com 
este tipo de coloragao, somente as aneuploi- 
dias podiam ser caracterizadas. As aberragoes 
estruturais dificilmente eram distinguidas, ou 
eram impossiveis de serem detectadas, sendo 
tambem impossivel identificar cada elemento 
do par cromossomico 1 ou ate mesmo o pro- 
prio par. 

Com o intuito de solucionar estas dificul- 
dades, varias tecnicas de bandeamento e co¬ 
loragao foram desenvolvidas e aprimoradas. 
Estas tecnicas podem ser divididas em duas 
categorias: 

• Aquelas que produzem bandas ou faixas 
ao longo de toda a extensao do cromosso- 
mo (bandas Q, G, R). 

• Aquelas que marcam regioes especificas 
de alguns cromossomos ou de todos os 
cromossomos (bandas C, RON, T, G-11, Cd 
e coloragao DAPI/DA). 


Tecnicas que produzem 
bandas ao longo de 
todo o cromossomo 

Estas tecnicas permitem a identificagao exa- 
ta de cada elemento do par cromossomico, alem 
da detecgao das aberragoes estruturais, possibi- 
litando a analise de todo o cariotipo humano. 


A eficiencia destas tecnicas depende da 
condensagao dos cromossomos. Os cromosso¬ 
mos em metafase sao os mais rotineiramente 
analisados. Porem, por estarem muito con- 
densados, produzem poucas bandas largas, 
oferecendo uma informagao limitada quando 
a anormalidade cromossomica e muito peque- 
na. Cromossomos menos condensados permi¬ 
tem a visualizagao, em media, de 400 bandas. 
Metafases com uma resolugao moderada e 
bem bandeadas usualmente produzem em 
torno de 500 a 550 bandas. 1 Novos metodos 
de cultura foram desenvolvidos (tecnicas de 
sincronizagao celular e alongamento quimico) 
para a obtengao de cromossomos menos con¬ 
densados e mais longos, isto e, cromossomos 
em profase ou prometafase. Nestas fases do 
ciclo celular, estes cromossomos apresentam 
um numero maior de bandas (por volta de 
850). Esta tecnica e chamada de bandeamento 
de alta resolugao. A nomenclatura citogeneti- 
ca tern como base estes numeros aproximados 
de bandas presentes por conjunto haploide de 
cromossomos. 

Bandeamento Q 

O bandeamento Q foi o primeiro metodo 
de marcagao longitudinal desenvolvido para 
cromossomos humanos. As bandas sao obti- 
das pelo tratamento com corantes fluorescen- 
tes (fluorocromos). O primeiro fluorocromo 
a ser usado foi a quinacrina mostarda (QFQ 
technique: Q-bands by fluorescence using 
quinacrimef 2 que possui maior afinidade por 
sequencias de DNA ricas em AT (banda bri- 
lhante). Este bandeamento produz algumas 
marcagoes especificas, tais como um polimor- 
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fismo da intensidade de fluorescencia na re- 
giao pericentromerica dos cromossomos 1, 3, 
4 e 16 e na regiao pericentromerica e satelite 
dos acrocentricos. Observa-se tambem uma 
intensa marcagao fluorescente na porgao dis¬ 
tal do brago longo do cromossomo Y - esta 
marcagao e bem mais intensa do que a do resto 
do complemento, tanto que pode ser vista em 
nucleos interfasicos (o que e uma importante 
vantagem desta tecnica). Portanto, o bandea- 
mento Q e util para estudar os polimorfismos 
citados anteriormente e/ou detectar a pre- 
senga de material genetico do cromossomo Y. 
Algumas desvantagens deste metodo de ban- 
deamento sao que a fluorescencia da maioria 
dos fluorocromos nao e permanente, exigindo 
que a preparagao e a observagao das laminas 
sejam feitas em ambiente escuro, alem da ne- 
cessidade do uso de um microscopio de fluo¬ 
rescencia, cujo custo e bem maior. Portanto, 
este metodo nao e viavel como rotina na maio¬ 
ria dos laboratories. 

Posteriormente, outros fluorocromos fo- 
ram usados na obtengao das bandas, como 


por exemplo, Hoechst 33258 e DAPI, tambem 
com afinidades por regioes ricas em AT, e cro- 
momicina A3, mitramicina e olivomicina, que 
se ligam em sequencias de DNA ricas em ba¬ 
ses GC. 

Bandeamento G 

O bandeamento Geo metodo de diferen- 
ciagao longitudinal dos cromossomos mais 
usado rotineiramente nos laboratories de 
citogenetica. O protocolo mais difundido e o 
que usa a enzima tripsina no tratamento das 
laminas e a coloragao com Giemsa (GTG ban¬ 
ding: G-bands by trypsin using giemsa ). 2 
Este bandeamento produz bandas escuras 
e claras, permitindo a identificagao de cada 
par cromossomico (Figura 6 . 1 ). As bandas 
escuras possuem regioes ricas em bases AT, 
replicagao tardia e poucos genes ativos. Ja as 
bandas claras apresentam sequencias ricas 
em GC, replicagao precoce e muitos genes 
ativos, sendo, portanto, biologicamente mais 
importantes. Este padrao de bandeamento e 



Figura 6.1 

Cariotipo 
masculino com 
bandeamento 
G (Imagem 
cedida pelo 
Laboratorio de 
Citogenetica, 
Servigo de Ge- 
netica Medica, 
Hospital de 
Clinicas de 
Porto Alegre). 
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similar ao produzido pelo bandeamento Q. 
As grandes vantagens desta tecnica sao o cus- 
to razoavelmente baixo e a durabilidade das 
bandas nas preparagoes citologicas, possibili- 
tando uma analise apurada das metafases ao 
microscopio. Atualmente, existem tecnicas de 
bandeamento G que utilizam outros corantes, 
tais como Wright ou Leishman. 


destas bandas especificas. Este conhecimento 
possibilita, tambem, o entendimento do papel 
da heterocromatina na organizagao do geno- 
ma humano. Estas tecnicas sao usadas em 
situagoes particulares da citogenetica clinica, 
especialmente quando as tecnicas rotineiras 
de bandeamento longitudinal nao sao infor- 
mativas. 1 
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Bandeamento R 

As bandas reversas possuem um padrao 
de marcagao cromossomica oposto ao pro¬ 
duzido pelas bandas Q e G. Elas podem ser 
produzidas pelo tratamento das laminas 
em altas temperaturas em varios tampoes, 
seguido pela coloragao com acridina laran- 
ja ( RFA banding: R-bands by fluorescence 
using acridine orange ) ou com Giemsa ( RHG 
banding: R-bands by heat using Giemsa). 3 
Desta forma, as bandas fluorescentes e escu- 
ras possuem maior afinidade por regioes ricas 
em bases CG, e as bandas opacas e claras, por 
sequencias ricas em bases AT. Ao contrario 
do bandeamento G, sao as bandas R positivas 
que possuem uma maior quantidade de ge¬ 
nes ativos. A grande vantagem desta tecnica 
e que as extremidades dos cromossomos que 
possuem banda G negativa, e por isto, sao de 
dificil visualizagao ficam coradas em escuro 
ou com fluorescencia no bandeamento R. Na 
grande maioria dos laboratorios, as bandas 
R sao usadas como um procedimento suple- 
mentar, mas em alguns laboratorios o metodo 
e usado como procedimento-padrao, no lugar 
das bandas G. 

Existem outros metodos para a obtengao 
de bandas R, nos quais os cromossomos sao 
corados com outros fluorocromos, tais como 
cromomicina A3 ou olivomicina. 


Tecnicas que marcam regioes 
especificas do cromossomo 

O DNA dos cromossomos humanos possui 
diferentes composigoes que podem ser espe¬ 
cificamente coradas. O numero de metodos 
que coram estas regioes tern aumentado enor- 
memente. Este rapido avango nas tecnicas de 
coloragao tern permitido aos pesquisadores 
determinar ou investigar a estrutura primaria 


Bandeamento C 

O bandeamento C cora especificamente a 
heterocromatina constitutiva (HC), que fica 
localizada, preferencialmente, ao redor dos 
centromeros. Em particular, no cariotipo hu¬ 
mano, tambem marca regioes polimorficas pe- 
ricentromericas dos cromossomos 1, 9 e 16 e a 
porgao distal do brago longo do cromossomo 
Y (os cromossomos 1, 16 e Y mostram um pa¬ 
drao de bandas semelhante ao bandeamento 
Q). Com o bandeamento CBG ( C-bands using 
barium hydroxide and Giemsa) , 2 o DNA e 
desnaturado por hidroxido de bario ou alcalis. 
Ao renaturar (na presenga de solugoes salinas 
mornas) a dupla fita, no local em que o DNA e 
repetitivo, ele o faz muito mais rapidamente, 
produzindo a banda. Estas marcagoes escuras 
possuem DNA repetitivo e de replicagao tar- 
dia, sendo formadas principalmente por DNA 
a-satelite. 

O bandeamento C e util para detectar a 
presenga de cromossomos dicentricos ou 
pseudodicentricos, para estudar cromosso¬ 
mos marcadores (que identificam a linhagem 
do doador em caso de transplantes de medula, 
em alguns canceres) e variantes polimorficas. 1 
Especificamente nos cromossomos do grupo 
C do cariotipo humano, o bandeamento C ser¬ 
ve para distinguir os pares 8 e 9, que possuem 
forma, tamanho e padroes de bandas G pare- 
cidos (Figura 6.2). 

Bandeamento RON 

Esta tecnica cora as regioes organizadoras 
de nucleolos (RONs), que estao localizadas na 
constrigao secundaria dos cromossomos hu¬ 
manos com satelites (Grupos D e G). Estas re¬ 
gioes contem sitios de DNA moderadamente 
repetitivo, com sequencias de genes ribosso- 
micos. As proteinas existentes nas RONs, que 
estavam em atividade no ciclo celular anterior, 
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Figura 6.2 

Celula em metafase com 
a tecnica de coloragao de 
bandas C (cedida por Riegel, 
M. Medical Genetics Institute, 
Universitat Zurich). 


tern afinidade por prata. Desta forma, um dos 
protocolos que pode ser usado e submeter as 
laminas a um tratamento com nitrato de prata. 
Este metodo e chamado d eAg-NOR-banding. 
Posteriormente, esta tecnica foi melhorada, 
aplicando-se algumas gotas de uma solugao 
coloidal feita com gelatina e acido formico na 
lamina antes da impregnagao com prata. Pode 
ser necessario, ou nao, corar com Giemsa. 
Este protocolo e o mais usado atualmente. No 
total, podem aparecer 10 marcagoes por me¬ 
tafase, mas como nem todas RONs entraram 
em atividade, este numero pode variar entre 5 
e 10 marcagoes (Figura 6.3). 

Outra maneira de obter esta marcagao e 
submeter o material citologico a duas solugoes 
acidas (acido tricloroacetico 5% e acido clori- 
drico 0,1 N) e corar com Giemsa ( N-banding ). 
Com este metodo, e possivel detectar a localiza- 
gao de todas as RONs presentes nos 10 cromos- 
somos acrocentricos do cariotipo humano, pois 
o que cora sao as proteinas nucleolares. 3 

Este bandeamento e util na identificagao 
de cromossomos marcadores e na detecgao de 
rearranjos ou polimorfismos envolvendo cro¬ 
mossomos acrocentricos. Uma aplicagao bem 
importante e identificar a origem parental e o 
estagio da nao disjungao meiotica nas trisso- 
mias que envolvam os cromossomos acrocen¬ 
tricos humanos. 

Bandeamento T 

As bandas T (telomere banding ) repre- 
sentam um subconjunto das bandas R, ja que 


elas sao menores que as bandas R, marcando 
somente as porgoes cromossomicas terminals 
ou os telomeros. Os cromossomos sao subme- 
tidos a um tratamento com tampao aquecido, 
ocorrendo uma desnaturagao, exceto nos telo¬ 
meros, que sao termorresistentes. A coloragao 
pode ser feita com acridina laranja (fluores- 
cente) ou com Giemsa. 1 

Bandeamento G-n 

As bandas G-11 (Giemsa at pH 11 ) sao 
obtidas submetendo as metafases a um tra¬ 
tamento alcalino alto. Nestas condigoes, so¬ 
mente o componente azul do Giemsa liga-se 
aos cromossomos, corando-os de azul-claro; o 
componente eosina do Giemsa liga-se a regi- 
oes cromossomicas especificas, corando-as de 
magenta. 1 Especula-se que o mecanismo para 
esta coloragao seletiva seja a presenga de re- 
gioes contendo um ou mais tipos especificos 
de DNAs satelites. Desta forma, este bandea¬ 
mento e util para descrever certos polimorfis¬ 
mos heterocromaticos que ocorrem na regiao 
pericentromerica dos cromossomos humanos 
b 3> 5> 7> 9> 10 e 2 °> na heterocromatina dos 
cromossomos 1, 9, 20 e na porgao distal do Yq. 
Os centromeros e os satelites dos cromosso¬ 
mos acrocentricos tambem sao corados neste 
bandeamento. As bandas G-11 ainda sao usa- 
das para diferenciar cromossomos humanos e 
de roedores em celulas hibridas. Os cromosso¬ 
mos humanos coram em azul-claro, enquanto 
que os de roedores coram em magenta. Entre 
outras varias aplicagoes, este bandeamento 



tambem tem sido usado para analisar as re¬ 
lates cariotipicas entre o homem e outras es- 
pecies de primata. 1 ’ 3 

Bandeamento Cd 

Esta tecnica produz dois pontos em cada 
centromero (constrigao primaria), correspon- 
dentes a cada uma das cromatides, suposta- 
mente na regiao dos cinetocoros. Para a ob- 
tengao desta marcagao, o material citologico 
e mergulhado em uma solugao salina basica 
(BSS) de Earle aquecida a 8^°C e corado com 
Giemsa. A banda Cd (centromeric dot or ki- 
netochore staining ) e observada somente nos 
centromeros ativos ou funcionais, ao contra- 
rio das bandas C, que marcam tanto regioes 
centromericas ativas como inativas. Por esta 
razao, esta coloragao pode ser usada para 
distinguir os centromeros funcionais dos nao 
funcionais dos cromossomos dicentricos es- 
taveis. O bandeamento Cd tambem e usado 
nas analises de translocagoes robertsonianas 
(translocagao entre os centromeros de dois 
cromossomos acrocentricos), de cromosso¬ 
mos em anel e de cromossomos marcadores. 
As bandas Cd sao menores do que as bandas 
C, razao pela qual as extensas regioes hetero- 
cromaticas dos cromossomos 1, 9, 16 e Y nao 
mostram esta coloragao diferencial. 1 ’ 3 

Coloragoes com fluorocromos 

Os fluorocromos sao corantes fluorescen- 
tes que possuem afinidades por regioes do 
DNA ricas ou em bases AT ou em bases GC, 


produzindo um padrao fluorescente carac- 
teristico. Dependendo de sua afinidade, os 
fluorocromos mostram um padrao basico si¬ 
milar a bandas Q ou bandas R. Muitos destes 
corantes fluorescentes produzem um padrao 
de coloragao interessante e muito util quan- 
do usados em combinagao com outro ligante 
de DNA adequado. Estes metodos de colo¬ 
ragao que utilizam dois produtos quimicos 
diferentes ou dupla coloragao sao chamados 
de contra-coloragao (counterstaining techni¬ 
ques ). Nesses procedimentos, o fluorocromo, 
cuja fluorescencia e observada no sentido de 
examinar os cromossomos, e chamado de co- 
rante primario, enquanto que o outro agente 
que se liga ao DNA e denominado contra- 
-corante. Este ultimo pode ser fluorescente 
ou nao. Existem tres combinagoes de corante 
primario e contra-corante, baseadas em suas 
afinidades pelas bases de DNA: 

• corante primario especifico-AT e contra- 
-corante tambem especifico-AT; 

• corante primario especifico-AT e contra- 
-corante especifico-GC; e 

• corante primario especifico-GC e contra- 
-corante especifico-AT. 3 

Os principals fluorocromos utilizados 
nestas tecnicas de coloragao sao: (1) DAPI - 
4,6-Diamino-2-Phenole-Indole (afinidade por 
bases AT); (2) Hoechst 33258 - 2-[4-hidrox 
yphenyl]-5-[4-methyl-i-piperazinyl]-2,5 bi-i 
H-benzimidazole (bases AT); (3) Quinacrina 
(bases GC); (4) CM A3 - Cromomicina A 3 (ba¬ 
ses GC); (5) Olivomicina (bases GC), entre ou- 
tros. 3 


Figura 6.3 

Celula em metafase com a 
tecnica de coloragao de bandas 
RON (cedida por Riegel, M. 
Medical Genetics Institute, 
Universitat Zurich). 
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As principals combinagoes sao: (l) DAPI/ 
DA (Distamicina A; bases AT), (2) DAPI/ 
MG (Methyl-Green; bases AT), (3) Hoechst 
33258/DA, (4) Hoechst 33258/AMD 

(Actinomicina D; bases GC), (5) Quinacrina/ 
AMD, (6) CMA3/MG, (7) CMA3/DAPI/DA, 
(8) Olivomicina/DA, entre outras. 3 

Bandeamento com endonucleases 
de restrigao (ERs)/Giemsa 

A digestao do DNA cromossomico com di- 
versas ERs e a posterior coloragao com Giemsa 
e a tecnica de bandeamento mais utilizado re- 
centemente na marcagao de regioes especificas 
dos cromossomos. O tratamento dos cromos- 
somos com ERs produz um padrao caracteris- 
tico de extragao de DNA seguido por uma re¬ 
dugao na coloragao. Provavelmente a extragao 
do DNA dependa do tamanho do fragmento 
de DNA produzido por uma enzima em parti¬ 
cular. O tamanho do fragmento extraido, por 
sua vez, depende diretamente da distancia en¬ 
tre dois sucessivos sitios de restrigao enzima- 
-especificos. Sendo assim, cromossomos hu- 
manos digeridos pela enzima Hae III revelam 
um padrao semelhante ao bandeamento G. De 
um modo geral, os cromossomos humanos tra- 
tados com algumas enzimas (cuja sequencia de 
reconhecimento possua quatro ou cinco pares 
de bases) e corados com Giemsa mostraram 
um padrao distinto de coloragao. O padrao de 
coloragao produzido por cada enzima e carac- 
teristico e reproduzivel, fazendo com que ela 
possa ser usada em estudos clinicos e, ainda, 
aumentando o conhecimento sobre a natureza 
e as caracteristicas das porgoes heterocromati- 
cas do genoma humano. 3 

As endonucleases mais usadas e alguns dos 
seus padroes de marcagoes serao descritos a 
seguir. 

• A/uI/Giemsa - Os cromossomos apresen- 
tam uma redugao da coloragao, exceto em 
algumas regioes de bandas C positivas. O 
centromero dos cromossomos 1,5, 7, 9,10, 
16 e 19 e a porgao distal do Yq mostram 
uma consistente banda escura. 

• Ddel/Giemsa - O padrao mostrado e se¬ 
melhante ao da endonuclease Alul, porem 


so os cromossomos 1, 3, 9 e 16 mostram 
uma coloragao escura mais intensa proxi- 
ma ao centromero. 

• Haelll/Giemsa - Diferentemente das ou¬ 
tras ERs, esta enzima produz um padrao 
longitudinal nos cromossomos, semelhan¬ 
te ao bandeamento G, mas bandas escuras 
proeminentes tambem sao obtidas na re- 
giao centromerica dos cromossomos 1, 9 e 
16 e na porgao distal do Yq. 

• Hinfl/G iemsa - O tratamento com esta 
enzima reduz a coloragao de praticamente 
todas as regioes dos cromossomos. Os cro¬ 
mossomos 1, 9,16 e Y mostram um padrao 
de banda C negativa. Os cromossomos 3 e 
4 apresentam bandas paracentromericas 
escuras. 

• Mbol /Giemsa - As metafases tratadas com 
esta endonuclease mostram uma redugao 
geral da coloragao, exceto nas regioes de 
bandas C positivas dos cromossomos 3, 5, 
7, 10, 12, 17, 18 e 20. A porgao distal do Yq 
mostra uma intensa banda escura. 

• Rsal/Giemsa - Esta tecnica produz um 
padrao de banda C modificado, com uma 
redugao na coloragao com Giemsa dos cro¬ 
mossomos. Os cromossomos 1, 2, 7,11, 12, 
17,19 e 20 mostram bandas proeminentes 
na regiao centromerica. Os centromeros 
dos cromossomos 9 e 16 apresentam ban¬ 
das muito pequenas. 


Hibridiza^ao in situ 
por fluorescencia 

Nas ultimas decadas, os avangos da bio- 
logia molecular, combinados com tecnicas 
de citogenetica convencional, resultaram em 
novas marcagoes cromossomicas, descritas no 
campo chamado de Citogenetica Molecular. 
Um dos metodos mais difundidos atualmen- 
te e a hibridizagao in situ por fluorescencia 
(FISH, de fluorescence in situ hybridization ), 
que consiste na ligagao de sequencias de DNA 
marcadas com fluorocromos (sondas) aos ge¬ 
nes ou cromossomos-alvo complementares. 
A marcagao cromossomo-especifica e visua- 
lizada como pontos fluorescentes de uma ou 
varias cores diferentes. As grandes vantagens 



deste metodo sao o uso de fluorescentes nao sua importancia e ao grande numero de varia- 
radioativos e a visualizagao da marcagao cro- goes e aplicagoes desta tecnica, ela sera vista 
mossomica em celulas interfasicas. Devido a em um capitulo exclusivo (Capitulo 28). 
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Alteragoes 


cromossomicas numencas 


Introdu^ao 

A estabilidade do numero e da estrutura 
dos cromossomos e fundamental para que o 
desenvolvimento ocorra de maneira correta. 
Como os genes estao dispostos nos cromosso¬ 
mos, qualquer modificagao em sua estrutura 
ou numero pode alterar a expressao genica, 
produzindo um individuo fenotipicamente in- 
viavel ou anormal. Como descrito no Capitulo 
3, cada cromossomo e uma fita de DNA linear 
e continua que contem um numero variavel de 
genes. A partir desse conhecimento, pode-se 
supor que uma alteragao no numero de cro¬ 
mossomos deva trazer consequencias graves ao 
fenotipo do portador, pelo aumento ou pela di- 
minuigao do numero de copias dos genes pre- 
sentes no cromossomo envolvido. Desta forma, 
poucas alteragoes no numero de cromossomos 
sao compativeis com a vida, quando presentes 
em todas as celulas do individuo. 

As alteragoes cromossomicas sao respon- 
saveis por 42% dos abortos espontaneos e 
ocorrem em 1 em cada 160 nativivos (Tabela 
7.1). 1 Elas sao classificadas em dois grandes 
grupos: as numericas, mais comuns, que po- 
dem ocorrer por alteragoes dos cromossomos 
autossomicos 13, 18, 21 e sexuais (monosso- 
mia do X); e as estruturais, menos comuns 
que as numericas, que podem afetar um ou 
mais cromossomos, autossomicos ou sexuais. 

As consequencias de uma anomalia cro- 
mossomica no fenotipo dependem de varios 


fatores: sua natureza, o desequilibrio resul- 
tante nas partes envolvidas do genoma, os 
genes especificos contidos ou afetados pela 
anomalia e a probabilidade de sua transmis- 
sao para as proximas geragoes. A previsao 
desses resultados e um grande desafio para 
a consulta genetica, particularmente em um 
contexto pre-natal. De maneira geral, sabe- 
-se que a perda de material codificante e mais 
grave que o ganho deste material. Por isso, 
as monossomias dos cromossomos autosso¬ 
micos sao todas inviaveis (nao sao compati¬ 
veis com a vida), enquanto as trissomias dos 
cromossomos 13, 18 e 21 podem vir a termo. 
As alteragoes que envolvem os cromossomos 
sexuais tendem a ser menos deleterias que as 
alteragoes dos cromossomos autossomicos 
- isso se deve ao mecanismo de inativagao 
do X (ver Capitulo 10) e tambem ao fato de 
o cromossomo Y possuir poucos genes (rela- 
tivamente aos outros cromossomos), apresen- 
tando grande quantidade de heterocromatina 
nao codificante. Vejamos os tipos especificos 
de anomalias cromossomicas. 


Classifica^ao das alteragoes 
cromossomicas numericas 

As alteragoes numericas correspondem ao 
acrescimo ou a perda de um ou mais cromos¬ 
somos, e sao classificadas em dois tipos: eu- 
ploidias e aneuploidias. 

Quando o numero de cromossomos presen¬ 
tes nas celulas e diferente de 46, denomina-se 






o cariotipo como sendo heteroploide. Uma 
heteroploidia ou cromossomopatia numerica, 
com um multiplo exato do numero haploide de 
cromossomos a mais, alem do numero diploide 
basico de cromossomos, e chamada de euploi- 
dia. Qualquer outra constituigao cromossomi- 
ca, como a perda ou a adigao de cromossomos, 
em um numero nao multiplo do conjunto ha¬ 
ploide, e chamada de aneuploidia. 

Euploidias 

As euploidias sao alteragoes que envolvem 
todo o genoma, originando celulas que con- 
tem um multiplo exato de 23 cromossomos 
em seu nucleo, ou seja, um conjunto haploide 
a mais nas celulas, alem do conjunto normal 
basico de cromossomos. Na especie humana, 
a ocorrencia de euploidias e incompativel com 
a vida. Praticamente todos os casos de tri- 
ploidia e tetraploidia que chegaram a termo 
eram de natimortos ou de morte neonatal. 
Verifica-se que, entre os abortos espontaneos 
com alteragoes cromossomicas, cerca de 19% 


mostram triploidia e cerca de 4% apresentam 
tetraploidia. 2 ’ 3 

Triploidia 

Na especie humana se desconhecem in- 
dividuos que sejam totalmente poliploides 
(3n, 4n). Casos de triploidias e tetraploidias 
(muito mais raras) sao letais e observados 
em abortamentos espontaneos, sendo raros 
os casos que chegam a termo. A triploidia e 
a aberragao cromossomica mais frequente 
em abortamentos de primeiro trimestre. Das 
concepgoes observadas, 1 a 3% sao triploides. 
Antes da realizagao de estudos com marcado- 
res moleculares, acreditava-se que a maioria 
dos casos de triploidia era resultado de um 
ovulo fertilizado por dois espermatozoides 
(dispermia), mas com as analises moleculares, 
ficou evidenciado que aproximadamente 80% 
dos casos sao causados pela incorporagao de 
um corpusculo polar no oocito (Figura 7.1 ). 4 
A manifestagao do fenotipo de um cariotipo 
triploide depende da fonte do conjunto extra 


71 


TABELA 7.1 

Anomalias cromossomicas entre nascidos vivos 


Nascidos vivos masculinos 61.484 

Nascidos vivos femininos 41.585 



Fonte: Adaptada de Flsu L. Y. F. 1 
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de cromossomos. Quando de origem paterna, 
ha uma placenta anormal, o que e classificado 
como mola hidatiforme parcial e, quando de 
origem materna, ha abortamento espontaneo 
e precoce na gestagao. 

Posslveis cariotipos triploides 

69,XXX 
69,XXY 
69,XYY 

Tetraploidia 

Nao e surpreendente que os zigotos tetra- 
ploides sejam mais raros que os triploides, pois 
a tetraploidia nao mosaico tambem e incompa- 
tivel com a vida, e o mais importante, existem 
menos mecanismos que os originem. A ausen- 
cia de constitutes de cromossomos sexuais 
XXXY ou XYYY sugere que a tetraploidia re- 


sulta do insucesso de uma clivagem inicial na 
divisao do zigoto (endomitose) (Figura 7.2). 

Posslveis cariotipos tetraploides 

92,XXXX 

92,XXYY 

Aneuploidias 

A aneuploidia ocorre quando o numero de 
cromossomos a mais nao e um multiplo exato 
do numero haploide, em decorrencia da nao 
disjungao ou nao separagao adequada de um 
ou mais cromossomos durante a meiose. A 
aneuploidia e a anomalia cromossomica mais 
comum em humanos, sendo a lider das causas 
de abortamentos espontaneos e defeitos con- 
genitos ao nascimento. 5 

Cerca de 50% dos abortos espontaneos 
antes de 15 semanas de gestagao sao cromos- 



Fertilizagao 



Zigoto 

2 pronucleos 



Zigoto 

3 pronucleos 



Figura 7.1 

Parte superior: 
fertilizagao nor¬ 
mal. Parte inferior: 
dois mecanismos 
de formagao de um 
embriao triploide - 
incorporagao de um 
corpusculo polar e 
fecundagao de dois 
espermatozoides. 




somicamente aneuploides. 6 A idade materna 
avangada continua sendo o fator de risco mais 
provavel para a nao disjungao, 5 ’ 7 mas os me- 
canismos biologicos do fenomeno ainda nao 
estaobem esclarecidos (Tabela 7.2). 4 Devido 
ao efeito da idade materna, a nao disjungao 
dos cromossomos na espermatogenese nao 
tern equivalencia a da ovogenese na produgao 
de individuos com aneuploidias dos cromos¬ 
somos sexuais ou dos autossomos, ou seja, a 
origem materna e mais frequente. 

As consequencias da nao disjungao durante 
a meiose lea meiose II sao diferentes: quando 
a nao disjungao ocorre na meiose I, os game- 
tas apresentam um representante de ambos 
os membros do par de cromossomos, um de 
origem materna e outro de origem paterna, ou 
nao possuem todo um cromossomo no outro 
gameta. Quando o erro ocorre na meiose II, 
os gametas anormais, com um cromossomo 
extra, contem duas copias do mesmo cromos¬ 
somo parental (Figura 7.3). 

A nao disjungao pode ocorrer nas primeiras 
divisoes mitoticas, apos a formagao do zigoto, 
dando origem a duas ou mais linhagens de ce- 


lulas no mesmo individuo, evento conhecido 
como mosaicismo. O mosaicismo caracteriza- 
-se pela existencia de mais de uma linhagem 
celular no mesmo individuo, sendo que, no 
caso da citogenetica, sao linhagens cromosso- 
micamente diferentes. 

Monossomias 

Chamamos de monossomia o cariotipo 
em que um dos cromossomos do par nao esta 
presente, formando uma constituigao cro- 
mossomica com 45 cromossomos. As monos¬ 
somias dos cromossomos autossomicos nao 
sao compativeis com a vida. A monossomia do 
cromossomo X causa a sindrome de Turner, 
que sera discutida em detalhes no Capitulo 
10. Para o diagnostico do cancer, e possivel 
encontrar linhagens monossomicas nas celu- 
las neoplasicas. 

Exemplos de cariotipos monossomicos 

45 ,X - Monossomia do cromossomo X - esse 
e o cariotipo classico da sindrome de Turner. 

45 , XY ,-7 - Cariotipo masculino com monos¬ 
somia do cromossomo 7. 
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Figura 7.2 

A linha de cima mos- 
tra a divisao normal 
do zigoto. As outras 
duas linhas mostram 
os possiveis meca- 
nismos de formagao 
do embriao tetra- 
ploide. 
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Trissomias 

As trissomias sao aneuploidias em que a 
constituigao cromossomicatem um cromosso- 
mo a mais, ou seja, um terceiro em relagao ao 
seu par normal. E o tipo de situagao mais co¬ 
mum de disturbios cromossomicos humanos, 
ocorrendo em aproximadamente 5% de todas 
as gestagoes conhecidas. Um desenvolvimen- 
to importante no diagnostico de aneuploidias, 
especialmente em pre-natal, e a tecnica de 
FISH aplicada as celulas em interfase, per- 
mitindo um rapido diagnostico para avaliar 
aneuploidias para os cromossomos 13, 18, 21, 
X e Y, sem a necessidade de cultura de celulas, 
pois sao estes os cinco cromossomos respon- 
saveis pela maioria das aneuploidias em indi¬ 
viduos nascidos com vida (ver Capitulos 29 e 
31 ). 

Exemplos de cariotipos trissomicos 

47,XX,+21 - Cariotipo feminino com trisso- 
mia do cromossomo 21 (smdrome de Down). 

47,XY,+i8 - Cariotipo masculino com 
trissomia do cromossomo 18 (smdrome de 
Edwards). 


Tetrassomias e pentassomias 

As tetrassomias e pentassomias autosso- 
micas nao sao compativeis com a vida. Porem, 
pode-se observar essas alteragoes envolvendo 
os cromossomos sexuais (ver Capitulo 10). 
Sempre que houver mais de um cromossomo 
X na celulas, apenas um deles nao sera ina- 
tivado, tornando possivel a sobrevivencia de 
individuos com 48 e ate 49 cromossomos. 

Exemplos de cariotipos tetrassomicos e 
pentassomicos 

48, XXYY - Cariotipo com tetrassomia dos 
cromossomos sexuais (uma variagao da sin- 
drome de Klinefelter). 

49, XXXXY - Cariotipo com pentassomia 
dos cromossomos sexuais (uma variagao da 
smdrome de Klinefelter). 


Trissomias de 
cromossomos autossomicos 

Individuos com aberragoes cromossomicas 
desbalanceadas possuem multiplas anoma- 


TABELA 7.2 

Risco de anomalias cromossomicas relacionadas a idade materna 


Dados de nascidos vivos Dados de amniocenteses 


Idade 

materna 

(anos) 

Trissomia 

21 

Todas 

anomalias 

cromossomicas 

Trissomia 

21 

Todas 

anomalias 

cromossomicas 

33 

1/625 

1/345 

1/416 

1/208 

34 

1/500 

1/277 

1/333 

1/151 

35 

1/385 

1/204 

1/250 

1/132 

36 

1/303 

1/167 

1/192 

1/105 

37 

1/227 

1/130 

1/149 

1/83 

38 

1/175 

1/103 

1/115 

1/65 

39 

1/137 

1/81 

1/89 

1/53 

40 

1/106 

1/63 

1/69 

1/40 

41 

1/81 

1/50 

1/53 

1/31 

42 

1/64 

1/39 

1/41 

1/25 

43 

1/50 

1/30 

1/31 

1/19 

44 

1/38 

1/24 

1/25 

1/15 

45 

1/30 

1/19 

1/19 

1/12 


Fonte: Adaptada de Schreinemachers e colaboradores. 8 
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Figura 7.3 

(a) Meiose normal, ocorrendo 
disjun^ao dos croniossomos 
em meiose I e II. 

(b) Nao disjun^ao em meiose 
I - os cromossomos mater- 

no e paterno deslocam-se 
para a mesma eelula-filha. 

(c) Nao disjun^ao em meiose 
II - na separacjao centro- 

merica, as duas cromatides, 
ou cromossomos-filhos, 
deslocam-se para formar o 
mesmo gameta. 



(ftft 

Meiose I V v 



Meiose I 


Meiose II 



(c) 
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lias congenitas que podem envolver diversos 
sistemas. Retardo mental, restrigao de cres- 
cimento e baixo ganho pondero-estatural sao 
caracteristicas constantes. 


Trissomia do cromossomo 
21 (smdrome de Down) 

A trissomia 21 e a aberragao cromosso- 
mica mais comum em nascidos vivos (1:730) 
e a maior causa de retardo mental devido a 
anomalia cromossomica. 9 Os tres tipos de al- 
teragoes citogeneticas que podem resultar em 
smdrome de Down sao: 

• Trissomia 21 (47,+21): aproximadamente 
94%. Um cromossomo 21 extra esta pre¬ 
sente em todas as celulas do individuo. 

• Translocagao robertsoniana envolvendo o 
cromossomo 21:3 a 4% (ver Capitulo 9). 

• Mosaicismo de trissomia 21 (47,+21/46): 
2 a 3%. Duas populagoes de celulas, uma 
normal, com 46 cromossomos, e outra 
com 47,+21. 

Erros na meiose que resultam na nao 
disjungao geralmente sao de origem materna. 
Somente 5% ocorrem na espermatogenese. 10 
Isso explica, em parte, por que o risco de sin- 
drome de Down aumenta com o avango da 
idade materna. 

Manifestagoes cltnicas 

As caracteristicas dismorficas estao pre- 
sentes em 47 a 82% dos casos. Essas caracte¬ 
risticas afetam predominantemente a cabega, 
o pescogo e as extremidades. 11 

Cabega e pescogo: 

• Braquicefalia 

• Fissuras palpebrais obliquas para cima 

• Pregas epicanticas 

• Manchas de Brushfield na iris 

• Ponte nasal baixa 

• Orelhas dobradas 

• Orelhas pequenas 

• Boca aberta 

• Macroglossia 


• Palato estreito 

• Anormalidades dentarias 

• Pescogo curto 

• Pele excessiva na nuca 

Extremidades: 

• Maos pequenas e largas 

• Clinodactilia de quinto quirodactilo 

• Prega palmar unica 

• Aumento do espago entre o primeiro e o 
segundo artelhos 

• Hiperflexibilidade de articulagoes 

Caracteristicas neonatais: 

Entre todas as dismorfias, 10 sao comuns 
em recem-nascidos com smdrome de Down 
e sao, geralmente, reconhecidas logo apos 
o nascimento. Em uma serie de 48 recem- 
-nascidos afetados, todos possuiam quatro ou 
mais dessas caracteristicas e 89% possuiam 
seis ou mais. 12 Sao elas: 

• Face achatada 

• Reflexo de Moro debil 

• Pele excessiva na nuca 

• Fissuras palpebrais obliquas 

• Hipotonia 

• Hiperflexibilidade de articulagoes 

• Displasia da pelve 

• Anormalidades de orelhas 

• Clinodactilia 

• Prega palmar unica 

Praticamente todos os pacientes com sin- 
drome de Down possuem comprometimento 
cognitivo, a maioria com retardo mental de 
leve a moderado. O atraso do desenvolvimen- 
to flea aparente no primeiro ano de vida, com 
idade media para sentar de 11 meses (normal 
entre 6 e 7 meses) e andar de 26 meses (nor¬ 
mal 12 meses). 

Metade dos pacientes apresenta malforma- 
gao congenita do coragao. 13 As alteragoes mais 
comuns sao defeito do septo atrio-ventricular 
(45%) e defeito do septo ventricular (35%). 
Em 5% dos casos, os pacientes apresentam 
malformagoes do trato gastrintestinal, como 
atresia ou estenose duodenal, pancreas anu- 





lar, anus imperfurado ou atresia esofagica. 
Doenga de Hirschsprung e mais comum em 
pacientes com sindrome de Down do que na 
populagao em geral, embora o risco seja in¬ 
ferior a i%. 13 Ha uma forte associagao entre 
doenga celiaca e sindrome de Down. Sua pre- 
Valencia chega a ser 16 vezes maior do que no 
restante da populagao. 14 Os pacientes podem 
ainda apresentar alteragoes oftalmologicas e 
auditivas: otite media e uma queixa frequente, 
afetando de 50 a 70% dos pacientes. 

A prevalencia de obesidade tambem e 
maior no grupo de pacientes com sindrome 
de Down. Acredita-se que seja resultado da 
menor taxa metabolica no repouso que os pa¬ 
cientes apresentam. A maioria das criangas e 
obesa a partir dos 3 ou 4 anos de idade. 15 

Aproximadamente 65% dos pacientes apre¬ 
sentam policitemia e macrocitose, e o risco de 
desenvolvimento de leucemia chega a 1,5%. 16 
A sindrome de Down esta relacionada a diver- 
sas formas de comprometimento imunologico 
que aumentam a suscetibilidade a infecgoes, 
malignidades e doengas autoimunes. 17 Por 
isso, doengas da tireoide e diabete sao comuns 
nesses pacientes. 

Mulheres com sindrome de Down sao fer- 
teis e podem engravidar. Ja os homens sao in- 
ferteis devido ao comprometimento da esper- 
matogenese, embora existam relatos de casos 
de pais com sindrome de Down. 18 

Trissomia do cromossomo 18 

A trissomia 18 (antigamente tambem cha- 
mada de sindrome de Edwards) e a segunda 
trissomia de cromossomos autossomicos mais 
frequente (1 para 5.500 nascidos vivos). Assim 
como a trissomia 21, ha relagao com o avango 
da idade materna, e 90% dos casos sao resul¬ 
tado de nao disjungao meiotica. 

Manifestagoes cltnicas 

As caracteristicas mais prevalentes sao 
hipertonia, osso occipital proeminente, boca 
pequena, micrognatia, osso esterno curto, 
rim em ferradura, tecido pancreatico ectopi- 
co, pelve pequena, segundo e quinto dedos da 
mao sobrepostos aos demais e pes em mata- 
-borrao. 


Malformagao cardiaca congenita ocorre 
em mais de 50% dos casos. Os defeitos mais 
comuns sao persistencia do ducto arterioso e 
defeito do septo ventricular. O sistema gas- 
trintestinal esta envolvido em 75% dos casos, 
com diverticulo de Meckel e malrotagao como 
anormalidades predominantes. 

Os achados pre-natais incluem restrigao 
de crescimento intrauterino associada a po- 
lidramnio. Cinquenta por cento das criangas 
afetadas falecem na primeira semana de vida, 
e apenas 5 a 10% sobrevivem no primeiro ano 
de vida. Grave comprometimento mental e 
aparente nos sobreviventes. 11 

Trissomia do cromossomo 13 

As tres etiologias da trissomia 13 (antiga¬ 
mente chamada de sindrome de Patau) sao: 

• Trissomia 13 (47,+13): um cromossomo 21 
extra esta presente em todas as celulas do 
individuo. 

• Translocagao robertsoniana envolven- 
do o brago longo do cromossomo 13 (ver 
Capitulo 9). 

• Mosaicismo (47,+13/46): duas populagoes 
de celulas, uma normal, com 46 cromosso¬ 
mos, e outra com 47,+21. 

Manifestagoes cltnicas 

A maioria das caracteristicas fenotipicas 
da trissomia 13 e resultado de um defeito 
precoce do desenvolvimento do mesoder- 
ma precordal, que origina a face media, os 
olhos e o cerebro anterior. Essas anomalias 
incluem holoprosencefalia, ausencia do ner- 
vo e/ou bulbo olfatorio, graves defeitos ocu- 
lares, surdez, fenda labial e palatina. Outros 
defeitos observados: onfalocele, hernia um¬ 
bilical, anomalias geniturinarias, hemangio¬ 
mas, polidactilia, pes em mata-borrao e mal- 
formagoes cardiacas. 

Achados ultrassonograficos pre-natais de- 
monstram defeitos do sistema nervoso cen¬ 
tral. Oitenta por cento dos pacientes falecem 
no primeiro mes de vida. Apenas 5% sobrevi¬ 
vem ate os 6 meses. Grave comprometimento 
mental, convulsoes e deficit de ganho pondero- 
-estatural sao notaveis nos sobreviventes apos 
um ano de vida. 19 
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Outras trissomias de 
cromossomos autossomicos 

Trissomia do cromossomo 16 

E a trissomia mais comum entre abortos. 
Nunca encontrada em nascidos vivos. 20 

Trissomia do cromossomo 8 

Mais de too casos ja foram descritos. 
A maioria desses indivlduos sao mosaicos 
(47,+8/46), uma vez que a trissomia total do 
cromossomo 8 e letal. 21 O diagnostico clinico 
dessa trissomia e diflcil, devido ao fato de as 
alteragoes serem sutis e nao detectadas pela 
ultrassonografia pre-natal. 

As caracteristicas mais comuns sao labios 
grossos, anomalias osseas como clinodacti- 
lia, camptodactilia, anomalias vertebrais e de 
quadril. O crescimento das criangas e variavel, 
sendo que podem ser pequenas ou possuirem 
alta estatura. Comprometimento cognitivo 
pode ser leve ou grave. 22 

A historia natural dessa doenga depende 
do grau de comprometimento que as anorma- 
lidades produzem e parece estar relacionada a 
proporgao de trissomia 8 e de celulas normais 
no individuo afetado. 
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Alteragoes 

cromossomicas estruturais 


Introdu^ao 

O desenvolvimento de tecnicas de bandea- 
mento cromossomico, como a tecnica de ban- 
das G, que permite identificar cada um dos 24 
cromossomos humanos e detectar qualquer 
alteragao em sua estrutura, representou um 
grande avango para a citogenetica clinica. As 
alteragoes na estrutura dos cromossomos po- 
dem ser balanceadas, ou seja, sem perda nem 
ganho de material genetico, com significado 
fenotipico, ou nao balanceadas. As alteragoes 
cromossomicas estruturais, assim como as 
numericas, podem ocorrer em todas as celulas 
do paciente, ou em mosaico, atingindo apenas 
uma parte das celulas. 

As alteragoes cromossomicas estruturais 
podem aparecer em neonatos com dismorfias 
ou problemas neurologicos, quando existe per¬ 
da ou ganho de material genetico, mas muitas 
vezes o portador de uma alteragao estrutural 
nao manifesta alteragoes clinicas. Entretanto, 
podem surgir consequencias como a infertili- 
dade ou uma prole com possibilidade de apre- 
sentar problemas geneticos. Isto e explicado 
pela segregagao dos cromossomos anormais 
apos o pareamento na meiose I. A nomen- 
clatura utilizada nos exemplos deste capitu¬ 
lo esta baseada no Sistema Internacional de 
Nomenclatura Citogenetica. 1 


Alteragoes nao balanceadas 

Uma celula humana normal possui exata- 
mente 46 cromossomos, e qualquer porgao 


destes que esteja a mais ou a menos pode 
acarretar em consequencias clinicas ao seu 
portador. 

Delegao (del) 

Como o proprio nome sugere, a delegao 
e definida pela perda de um segmento em 
um dos bragos do cromossomo, gerando 
uma monossomia parcial do segmento dele- 
tado. A delegao pode ser terminal (Figura 
8.1a.) quando, a partir de um ponto de que- 
bra, ocorre a perda do segmento ate a por¬ 
gao terminal do brago afetado. Quando duas 
quebras acontecem em um mesmo brago, o 
segmento intermediario pode ser perdido, 
com posterior uniao dos pontos de quebra, 
formando assim um cromossomo menor que 
seu homologo, devido a perda de uma porgao 
intersticial. Este tipo de delegao e denomina- 
do intersticial (Figura 8.1b.), sendo que du¬ 
rante a meiose o cromossomo normal forma 
uma alga na porgao deletada de seu homolo¬ 
go para que as porgoes de homologia possam 
parear (Figura 8.1c.). 

Outro mecanismo de formagao da delegao 
e um crossing-over desigual entre cromos¬ 
somos homologos desalinhados, que tam- 
bem pode formar um segmento duplicado. 
Algumas delegoes de importancia clinica sao 
muito pequenas para serem detectadas por 
tecnicas de citogenetica convencional, sen¬ 
do necessarias tecnicas moleculares, como 
a FISH, para sua detecgao (ver Capitulo 28). 
Essas delegoes serao tratadas no Capitulo 27, 
separadamente. 






Exemplos 1 

Delegoes terminals 

4 6,XX,del(2)(q 3 3) 

Cariotipo feminino com a porgao terminal do 
brago longo do cromossomo 2 deletada a par- 
tir dabandaq33. 

4 6,XY,del( 5 )(q?) 

Cariotipo masculino com delegao no brago 
longo do cromossomo 5. Neste caso, nao foi 
possivel identificar a banda de localizagao do 
ponto de quebra. 

4 6 ,X,del(X)( P 22 ) 

Cariotipo feminino com a porgao terminal do 
brago curto do cromossomo X deletada a par- 
tir da banda p22. 

4 6,XY,del(i6)(pi 3 ) 

Cariotipo masculino com a porgao terminal do 
brago curto do cromossomo 16 deletada a par- 
tir da banda pi 3 (Figura 8.2). 

Delegoes intersticiais 
4 6 ,XX,del( 3 )(q 2 iq 26 ) 

Cariotipo feminino com a porgao intersticial 
do brago longo do cromossomo 3 deletada en- 
tre as bandas q2i e q26. 

4 6 ,XX,del( 7 )(pi 4 pi 5 ) 

Cariotipo feminino com a porgao intersticial 
do brago curto do cromossomo 7 deletada en- 
tre as bandas pi 4 e pi.5. 


4 6,XY,del(i)(qi2q2 4 ) 

Cariotipo masculino com a porgao intersticial 
do brago longo do cromossomo 1 deletada en- 
tre as bandas qi2 e q2 4 (Figura 8 . 3 ). 

Duplicagao (dup) 

A duplicagao ocorre quando um segmen- 
to cromossomico esta presente duas vezes 
no mesmo cromossomo, gerando uma trisso- 
mia parcial do segmento duplicado (Figura 
8 . 4 ). Assim como as delegoes, as duplicagoes 
podem nao ser visiveis ao microscopio por 
bandeamento convencional, sendo necessaria 
a aplicagao de tecnicas de maior resolugao, 
como a citogenetica molecular. 

As duplicagoes podem ser diretas, quando 
o segmento duplicado apresenta a sequen- 
cia de DNA no mesmo sentido da sequencia 
inicial, ou invertidas, quando o segmento 
duplicado apresenta-se no sentido oposto ao 
sentido original do cromossomo. A duplica¬ 
gao direta pode ser formada por um crossing - 
-over desigual entre cromossomos homologos 
desalinhados, que tambem pode formar um 
segmento deletado. 

Alguns casos raros de segmentos cromos- 
somicos triplicados, que geram uma tetrasso- 
mia parcial no paciente, foram observados nos 
bragos cromossomicos 9p, i8p, 15 (pter^qi3) 
e 22 (pter^qn) e, ainda em casos em mosai- 
co de triplicagoes dos bragos 5p, 8p e I2p. 2 
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Figura 8.1 

(a) Delegao terminal, com 
perda da porgao acentrica. 

(b) Delegao intersticial, com 
perda da porgao acentrica. 

(c) Meiose de uma delegao 
intersticial - note que o 
cromossomo normal forma 
uma alga sobre a porgao 
deletada de seu homologo. 
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Quadruplicates de pequenos segmentos cro- 
mossomicos tambem j a foram observadas. 


Exemplos 

Duplicates diretas 
46,XY,dup(8)(p2ip23) 

Cariotipo masculino com duplicagao direta no 
brago curto do cromossomo 8 entre as bandas 
p2i e p23. 

46,XX,dup(n)(q2iq23) 

Cariotipo feminino com duplicagao direta no 
brago longo do cromossomo 11 entre as ban¬ 
das q2i e q23. 

46,XY,dup(7)(q2iq22) 

Cariotipo masculino com duplicagao direta no 
brago longo do cromossomo 7 entre as bandas 

q2i e q22 (Figura 8 . 5 ). 

Duplicates invertidas 
46,XX,dup(6)(q23qi6) 

Cariotipo feminino com duplicagao inverti- 
da no brago longo do cromossomo 6 entre as 
bandas q23 e qi6. 

46,XY,dup(4)(pi5pi4) 

Cariotipo masculino com duplicagao invertida 
no brago curto do cromossomo 4 entre as ban¬ 
das pi5 e pi4. 

Triplicates (trp) 
46,XX,trp(io)(qnq23) 

Cariotipo feminino com triplicagao direta no 
brago longo do cromossomo 10 entre as ban¬ 
das qn e q23. 

46,XX,inv trp(i)(p3ipi3) 

Cariotipo feminino com triplicagao invertida 
no brago curto do cromossomo 1 entre as ban- 


Figura 8.2 

Delegao 46,xy, 
del(i 6 )(pi 3 ). 


das p3i e pi3. 



I I 


16 normal del( 16 ) 


(i N 

Figura 8.3 


Delegao 46,xy 

1 - 

del(l)(qi2q24>. 


Quadruplicates (qdp) 
46,XY,qdp(6)(p2ip23) 

Cariotipo masculino com quadruplicagao di¬ 
reta no brago curto do cromossomo 6 entre as 
bandas p2i e P23. 

Isocromossomo (i) 

O isocromossomo resulta da perda de um 
dos bragos (monossomia parcial) e duplicagao 
do outro (trissomia parcial). Portanto, tais 
quebras, no centromero ou perto dele, for- 
mam primeiro um cromossomo telocentrico 
com um centromero instavel, o qual, durante 
a interfase, afasta as cromatides-irmas, dando 
origem, na proxima metafase, a um cromos¬ 
somo com dois bragos iguais (Figura 8.6). 
Tambem e possivel que translocagoes de bra¬ 
go inteiro resultem em isocromossomo, onde 
o brago nao translocado permanega com o 
centromero instavel. Ha, ainda, a possibilida- 
de de trocas entre cromatides-irmas, em uma 
regiao muito proxima ao centromero. Nesse 
caso, o cromossomo formado teria dois cen- 
tromeros, sendo denominado isodicentrico. O 
achado mais frequente em cariotipo constitu- 
cional e o isocromossomo do brago longo do 
X em pacientes com sindrome de Turner (ver 
Capitulo 9). 


Exemplos 

46,X,i(Y)(qio) 

Cariotipo masculino com isocromossomo do 
brago longo inteiro do cromossomo Y; portan- 
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Normal 



Figura 8.4 

Esquema de 
duplicagao, 
triplicagao e 
quadruplicate). 



to, a banda utilizada e a qio, que e a localiza- 
gao do centromero. 

46,XY,i(i7)(qio) 

Cariotipo masculino com isocromossomo do 
brago longo do cromossomo 17. 

46 ,X,i(X)(qio)[ 2 3 ]/ 45 ,X[i 7 ] 

Cariotipo feminino portador de sindrome de 
Turner com mosaicismo, apresentando duas 
linhagens celulares - uma contendo um cro¬ 
mossomo normal mais o isocromossomo e a 
outra contendo apenas um X (Figura 8 . 7 ). 

Isodicentrico 

45, XX,idic(i5)(pi2) 

Cariotipo feminino com cromossomo 15 iso¬ 
dicentrico: todo o brago longo e mais uma 
porgao do brago curto ate a banda pi2 estao 
duplicados. O individuo portador deste cario¬ 
tipo teria o fenotipo normal se nao houvesse o 
problema da dissomia uniparental do cromos¬ 
somo 15 (ver Capitulo 11). 

46, X,idic(X)(q23) 

Cariotipo feminino com cromossomo iso¬ 
dicentrico do X: todo o brago curto e mais 
uma porgao do brago longo ate a banda q23 
encontram-se duplicados. 

46,X,idic(Y)(qi2) 

Cariotipo masculino com cromossomo Y isodi¬ 
centrico: todo o brago curto e mais uma porgao 
do brago longo ate a banda qi2 encontram-se 
duplicados (Figura 8.8). 


Anel cromossomico (r) 

O cromossomo em anel ou anel cromosso¬ 
mico e formado quando duas quebras, uma 
em cada brago cromossomico, provocam a 
perda das duas porgoes terminais do mesmo 
cromossomo. Os fragmentos resultantes sao 
acentricos - portanto, sao perdidos por nao se 
ligarem ao fuso acromatico. As extremidades 
sem telomeros se unem formando uma es- 
trutura circular (Figura 8 . 9 a.). Este tipo de 
estrutura apresenta-se bastante instavel du¬ 
rante as mitoses. Com o entrelagamento das 
cromatides e a ligagao em fusos divergentes, 
pode haver a formagao de pontes nucleoplas- 
maticas (ver Capitulo 17). Ou, ainda, a pressao 
do fuso pode gerar mais quebras e soldaduras, 
resultando desde um anel dicentrico (com o 
dobro do tamanho do anel original) ate pro- 
dutos totalmente modificados do que seria o 
cromossomo normal. Caso nao ocorra este 
entrelagamento, o cromossomo segrega nor- 
malmente, dando origem a duas celulas iguais 
portadoras do anel (Figura 8 . 9 b.). O feno¬ 
tipo de portadores dessa aberragao esta rela- 
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Figura 8.6 

Formagao do isocromossomo 
- ha quebra e perda do brago 
curto do cromossomo, segui- 
das do afastamento de suas 
cromatides-irmas, resultando 
em um cromossomo com duas 
copias do mesmo brago (ver 
Capitulo 14 para outras pos- 
sibilidades de mecanismo de 
formagao do isocromossomo). 



cionado a perda dos genes das extremidades 
do cromossomo e a instabilidade do anel nas 
divisoes celulares. 

Exemplos 

46,XY,r(i8)(pnq23) 

Cariotipo masculino com cromossomo 18 em 
anel, onde os pontos de quebra e posterior 
uniao ocorreram nas bandas pn e q23. Os 
segmentos distais a essas bandas foram per- 
didos. 


46,XX,r(4)(pi6q34) 

Cariotipo feminino com cromossomo 4 em 
anel, onde os pontos de quebra e posterior 
uniao ocorreram nas bandas pi6 e q34. Os 
segmentos distais a essas bandas foram perdi- 

dos (Figura 8 . 10 ). 


Altera^oes balanceadas 

As alteragoes cromossomicas balanceadas 
caracterizam-se por nao haver perda nem ga- 



X normal i(X) 



X normal i(X) 



Figura 8.7 

Isocromossomo 
46,x, i(X)(qio) 

[ 23 ]/ 45 , x[i 7 ]. 


X normal i(X) 


















































Figura 8.8 

Esquema de como 
ocorreu a formagao 
do isocromossomo 
dicentrico no Y, com- 
parado com a foto do 
cromossomo alterado. 
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nho de material, somente a redistribuigao do 
material a partir de quebras e rearranjos de 
segmentos cromossomicos. Individuos porta- 
dores de aberragoes deste tipo nao possuem 
nenhuma anormalidade clinica na maioria 
das vezes, salvo se algum ponto de quebra 
alterar a expressao de um gene. Dependendo 
da alteragao, pode haver um aumento no ris- 
co de abortamentos espontaneos e/ou de a 
prole apresentar manifestagoes clinicas pro- 
venientes da segregagao nao balanceada das 
alteragoes cromossomicas presentes em um 
dos pais. 

Inversao (inv) 

A inversao e caracterizada por duas que¬ 
bras no mesmo cromossomo, seguidas de uma 


rotagao de 18 o° do segmento cromossomico 
entre os pontos de quebra, com posterior liga- 
gao do segmento invertido. Podemos ter dois 
tipos de inversao: a paracentrica e a pericen- 
trica (Figura 8 . 11 ). 

A inversao paracentrica tern suas quebras 
no mesmo brago do cromossomo, nao incluin- 
do o centromero no segmento invertido, en- 
quanto a inversao pericentrica tern uma que¬ 
bra em cada brago, de forma que o fragmento 
invertido inclua o centromero. Este rearranjo 
afeta a morfologia do cromossomo. 

Na meiose, forma-se uma alga para que 
o cromossomo invertido possa parear com 
o seu homologo, tanto na inversao paracen¬ 
trica como na pericentrica (Figura 8 . 12 ). 
Quando ocorre crossing-over dentro da alga 
de inversao, pode haver formagao de gametas 


Figura 8.9 

(a) Quebra das 
porgoes termi¬ 
nals de ambos 
os bragos de um 
cromossomo, 
originando uma 
estrutura em 
anel. (b) Modos 
possiveis de se¬ 
gregagao de um 
anel cromosso¬ 
mico. 
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desbalanceados. A inversao paracentrica pode 
inclusive formar cromossomos dicentricos e 
cromossomos acentricos. 


Exemplos de inversoes 
paracentricas 

46,XX,inv(5)(qi4q23) 

Cariotipo feminino com inversao paracentrica 
no brago longo do cromossomo 5 na porgao 
entre as bandas qi4 e q23. 

46,XY,inv(i4)(qiiq32.i) 

Cariotipo masculino com inversao paracentri¬ 
ca no brago longo do cromossomo 14 na porgao 
entre as bandas qn e q32.i (Figura 8 . 13 ). 


Exemplos de inversoes pericentricas 


* 

* 



4 normal r(4) 


Figura 8.10 

Anel 

cromossomico 
46, xx, r(4) 
(pi 6 q 34 ). 


pericentrica no cromossomo 9, bastante fre- 
quente na populagao, sendo que os pontos de 
quebra ocorreram no brago curto na banda 
pi2 e no brago longo na banda qi3 (Figura 
8 . 14 ). 


46, XX,inv(io)(pnq2i) 

Cariotipo feminino com inversao pericentrica 
no cromossomo 10. Os pontos de quebra ocor¬ 
reram no brago curto na banda pn e no brago 
longo na banda q2i. 

47, XY,inv(9)(pi2qi3),+2i 

Cariotipo masculino de paciente com sindro- 
me de Down por trissomia livre do cromosso¬ 
mo 21, que apresenta tambem uma inversao 


TranslocaQao reclproca (t) 

A translocagao reciproca e a troca de 
segmentos cromossomicos entre dois cro¬ 
mossomos (Figura 8 . 15 a.), sendo o tipo 
de aberragao cromossomica estrutural mais 
frequentemente encontrado. Devido a maior 
suscetibilidade de determinadas sequencias 
de DNA, os pontos de quebra estao desi- 


Qs 

180° 



Figura 8.11 

(a) Na inversao paracentrica, o 
segmento resultante de ambas 
as quebras no mesmo brago do 
cromossomo gira 18o° e volta a se 
ligar. (b) Na inversao pericentri¬ 
ca, o segmento resultante de uma 
quebra em cada brago do cromos¬ 
somo gira 180° e volta a se ligar. 
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Figura 8.12 

Resultado 
da meiose de 
cromossomos 
invertidos. De 
l a 4: gametas 
resultantes 
da inversao 
paracentri- 
ca. De 5 a 
8: gametas 
resultantes 
da inversao 
pericentrica. 




gualmente distribuidos. Na meiose, para que 
ocorra o pareamento entre os cromossomos 
translocados e seus homologos, uma figura 
quadrivalente e formada (Figura 8 . 15 b.), 
tendo como resultado a possibilidade de for- 
magao de seis tipos diferentes de gametas, 
sendo que quatro deles sao desbalanceados 
e, dos dois restantes, um e normal e o outro 
carrega a mesma translocagao balanceada do 
seu progenitor. A viabilidade dos individuos 
formados a partir dos gametas desbalance¬ 
ados dependera do tamanho do segmento 
envolvido na translocagao e de quais genes 
estao presentes nos segmentos envolvidos. A 
Figura 8.16 mostra um exemplo de carioti- 
po da prole de um individuo com transloca¬ 
gao reciproca. 

Devido as inumeras possibilidades de 
translocagoes, os resultados sao variaveis, po- 
dendo haver trissomias e monossomias par- 
ciais de qualquer cromossomo. Tambem pode 
ocorrer a segregagao dos dois cromossomos 
normais, assim como dos dois afetados. Neste 
ultimo caso, o individuo apresentara a mesma 
translocagao que seu progenitor. 

Exemplos 

46,XX,t(22;X)(qn;q26) 

Cariotipo feminino com translocagao recipro¬ 
ca entre os cromossomos X e 22. Os pontos de 
quebra e posterior uniao ocorreram na banda 


qn do cromossomo 22 e na banda q23 do cro¬ 
mossomo X. 

46,XY,t(7;i4)(pi2;qi3) 

Cariotipo masculino com translocagao red- 
proca entre os cromossomos 7 e 14. Os pon¬ 
tos de quebra e posterior uniao ocorreram na 
banda pi2 do cromossomo 7 e na banda qi3 
do cromossomo 14. 

46,XX,t(2;i8)(q22;q23) 

Cariotipo feminino com translocagao recipro¬ 
ca entre os cromossomos 2 e 18. Os pontos de 
quebra e posterior uniao ocorreram na banda 
q22 do cromossomo 2 e na banda q23 do cro¬ 
mossomo 18 (Figura 8 . 17 ). 

46,XX,t(5;io)(qi5;pi5) 

Cariotipo feminino com translocagao recipro¬ 
ca entre os cromossomos 5 e 10. Os pontos de 
quebra e posterior uniao ocorreram na banda 
qi5 do cromossomo 5 e na banda pi.5 do cro¬ 
mossomo 10 (Figura 8 . 18 ). 

46,XY,t(9;i4)(p2i;q2i) 

Cariotipo masculino com translocagao reci¬ 
proca entre as porgoes do brago curto do cro¬ 
mossomo 9 e do brago longo do cromossomo 
14. Os pontos de quebra e posterior uniao 
ocorreram na banda p2i do cromossomo 9 e 
na banda q2i do cromossomo 14. As porgoes 
cromossomicas distais a essas bandas foram 
trocadas entre os cromossomos envolvidos 
(Figura 8 . 19 ). 


Citogenetica humana 












































Maluf, Riegel & Cols. 


88 


2a 


inv(14) 
14 normal 


inv(14) 
14 normal 


i \ 

Figura 8.13 

* ' 

4 1 


Inversao 

* i 

b 

paracentrica 

w 


46, xy, inv(l4) 

1 


(qllq 32 .i). 


Insergao (ins) 

A insergao ocorre quando um segmento de 
um cromossomo e inserido em outro cromos- 
somo. Pode-se, entao, concluir que em um 
deles deve haver duas quebras para liberar o 
fragmento e, no outro, apenas uma para que 
o fragmento possa se inserir. Dependendo de 
como o fragmento ira se inserir, a aberragao 
em questao pode ser subclassificada em dire- 
ta ou invertida. Durante a meiose, para que o 
cromossomo com a inversao possa se parear 
com seu homologo e ainda com o segmento de 
outro cromossomo, formam-se algas, poden- 
do, assim, originar produtos nao balanceados. 
O material adicional tambem pode ser cedi- 
do da cromatide-irma. Assim, o cromossomo 
em questao se apresentara assimetrico, e as 
celulas-filhas derivadas desta aberragao terao 
a duplicagao ou a delegao deste fragmento 
(Figura 8 . 20 ). 


Exemplos 

Insergao direta 

46,XX,ins(8;6)(qi3;pi2p23) 

Cariotipo feminino com insergao direta no 
cromossomo 8.0 segmento do brago curto do 
cromossomo 6 entre as bandas pi2 e p23 foi 
inserido no brago longo do cromossomo 8 na 
banda qi.3. Note que o cromossomo que rece- 
be o segmento e especificado primeiro. 

46,XY,ins(2)(q32;pi4p23) 

Cariotipo masculino com insergao direta no 
cromossomo 2. O segmento do brago curto 
entre as bandas pi4 e p23 foi inserido no bra¬ 
go longo na banda q32. 


Insergao invertida 

46,XX,ins(6;io)(q24;q24q22) 

Cariotipo feminino com insergao invertida no 
cromossomo 6.0 segmento do brago longo do 
cromossomo 10 entre as bandas q24 e q22 foi 
inserido no brago longo do cromossomo 6 na 
banda q24. 


TranslocaQao robertsoniana (rob) 

A translocagao robertsoniana envolve 
apenas os cromossomos acrocentricos 13, 
14, 15, 21 e 22 e ocorre a partir da perda dos 
bragos curtos de dois destes cromossomos, 
seguida de fusao dos centromeros, unindo 
os bragos longos dos cromossomos acrocen¬ 
tricos envolvidos (Figura 8 . 21 a.). A perda 
dos bragos curtos nao e prejudicial, uma vez 
que todos os bragos curtos destes cromosso¬ 
mos possuem as mesmas sequencias de DNA 
(RNA ribossomico), e a falta de uma ou mais 
delas e suprida pelas que estao presentes nos 
cromossomos acrocentricos nao envolvidos 
na translocagao. Na meiose, a partir do pa- 


Figura 8.14 

Inversao 
pericentrica 
47, xy, inv(9) 
(pi2qi3), +21. 





| inv(9) 
9 normal 



reamento do cromossomo derivado da trans¬ 
locagao robertsoniana com seus homologos 
normals, assim como na translocagao recl- 
proca, ocorre a formagao de seis tipos pos- 


slveis de gametas: um normal, um portador 
da mesma translocagao balanceada do seu 
progenitor e quatro desbalanceados (Figura 
8 .21b.). 
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Figura 8.15 

(a) Troca de fragmentos 
entre dois cromossomos. 

(b) Modos possiveis de 
segregagao de uma trans¬ 
locagao reciproca. Note a 
formagao de uma figura 
quadrivalente, da qual 
poderao surgir diferentes 
combinagoes de gametas. 

Note tambem que, das 
seis possibilidades de ga¬ 
metas, um e normal, um 
possui a mesma translo¬ 
cagao reciproca balan¬ 
ceada e os outros quatro 
sao desbalanceados. 


Normais Com translocagao 
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Figura 8.16 

Este cariotipo e um 
exemplo de segrega- 
gao da translocagao 
reciproca. Um dos 
pais deste indivlduo 
possui uma transloca¬ 
gao entre os cromos- 
somos 6 e 12 e trans- 
mitiu o cromossomo 
6 normal, juntamente 
com o cromossomo 12 
afetado. O resultado 
disto e uma trissomia 
parcial de 6p e monos- 
somia parcial de I2p. 


r 
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21 
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Exemplos 

(Alternativamente ao simbolo “rob”, pode- 
-se utilizar o simbolo “der”, de cromossomo 
derivado.) 

45,XX,der(i3;i4)(qio;qio) 

45,XX,rob(i3;i4)(qio;qio) 

Cariotipo feminino com translocagao robert- 
soniana entre os cromossomos 13 e 14. A ban- 
da qio e utilizada para designar o centromero 
como ponto de quebra e a presenga do brago 
longo inteiro. O portador dessa alteragao nao 
possui fenotipo alterado, ja que o cromossomo 
derivado da translocagao e formado pelos dois 
bragos longos inteiros do 13 e do 14 (Figura 
8 . 22 ). 


45,XY,der(i4;2i)(qio;qio) 

45, XY,rob(i4;2i)(qio;qio) 

Cariotipo masculino com translocagao robert- 
soniana entre os cromossomos 14 e 21. Essa e 
a translocagao robertsoniana mais frequente- 
mente encontrada. O portador dessa alteragao 
nao possui fenotipo alterado, ja que o cromos¬ 
somo derivado da translocagao e formado pe¬ 
los dois bragos longos inteiros do 14 e do 21 
(Figura 8 . 23 ). 

46, XX,der(2i;2i)(qio;qio),+2i 
46,XX,rob(2i;2i)(qio;qio),+2i 

Cariotipo feminino com translocagao robert¬ 
soniana entre dois cromossomos 21, em pa- 
ciente com sindrome de Down por translo- 



18 normal 


Figura 8.17 

Translocagao 
reciproca 46, xx, 
t(2;i8)(q22;q23), 


2 normal 


der(18) 



Figura 8.18 

Translocagao 
recfproca 46, 
xx, t(5;lo) 
(qi 5 ;pi 5 )- 
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9 normal 14 normal 


Figura 8.19 

Translocagao 
reciproca 46, 
xy, t(9;i4) 
(p2i;q2i). 


cagao robertsoniana. Alem do cromossomo 
derivado de dois bragos longos do 21, esta 
presente mais um cromossomo 21 normal 

(Figura 8 . 24 ). 

45,XY,der(i3;2i)(qioqio) 

45,XY,rob(i3;2i)(qioqio) 

Cariotipo masculino com translocagao ro¬ 
bertsoniana entre os cromossomos 13 e 21. O 
portador dessa alteragao nao possui fenotipo 
alterado, ja que o cromossomo derivado da 
translocagao e formado pelos dois bragos lon¬ 
gos inteiros do 13 e do 21. E interessante relatar 


o resultado desta translocagao em particular, 
pois tanto a trissomia 13 quanto a trissomia 21 
sao compativeis com a vida. Sendo assim, o in- 
divlduo portador tera chances aumentadas de 
um filho com as sindromes de Patau e Down. 

45,XX,der(i3;i3)(qioqio) 

45,XX,rob(i3;i3)(qioqio) 

Este indivlduo so produz gametas com o de¬ 
rivado de dois bragos longos de 13 ou nulis- 
somico para este cromossomo, inviabilizando 
a sua prole, que, se sobreviver, tera sindrome 
de Patau. 


Figura 8.20 

Esquema de como acorre 
a insergao, mostrando os 
pontos de quebra. 


Quebra+ 

Quebra^ 
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TranslocaQao de brago inteiro 

Translocagoes de brago inteiro sao trans¬ 
locagoes reciprocas nas quais os pontos de 
quebra estao nos centromeros. Neste tipo de 
translocagao, ocorre a troca de bragos inteiros 
entre cromossomos. Pode ocorrer tanto a fu- 
sao de brago curto com brago longo, quanto 
as fusoes entre bragos curtos e entre bragos 


longos, como se pode observar nos exemplos 
a seguir (Figura 8 . 25 ). 

Exemplos 

47>XY,t(i2;2i)(qiopio),+2i 

Cariotipo masculino com uma translocagao 
reciproca de brago inteiro entre os cromosso- 



Figura 8.21 

(a) Translocagao robert- 
soniana, com perda dos 
bragos curtos. (b) Modos 
possiveis de segregagao 
de uma translocagao 
robertsoniana. Note que, 
das seis possibilidades de 
gametas, um e normal, 
um possui a mesma 
translocagao balanceada 
e os outros quatro sao 
desbalanceados. 
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13 normal 



14 normal 


Figura 8.22 

Translocagao 
robertsoniana 
45 , xx, 
der(i3;i4) 
(qio;qio). 


der(13;14) 


mos 12 e 21. Os pontos de quebra ocorreram 
na regiao do centromero, onde o brago longo 
do cromossomo 12 foi unido ao brago longo do 
cromossomo 21 e, consequentemente, os bra- 
gos curtos de ambos se uniram. Devido a uma 
segregagao nao balanceada, este indivlduo 
possui a smdrome de Down (Figura 8 . 26 ). 

46,XX,t(i7;X)(qiopio) 

Cariotipo feminino com uma translocagao 
reciproca de brago inteiro entre os cromosso- 
mos 17 e X. Os pontos de quebra ocorreram 
na regiao do centromero, onde o brago longo 
do cromossomo 17 foi unido ao brago curto do 
cromossomo X, e o brago curto do cromosso¬ 
mo 17 foi unido ao brago longo do cromosso¬ 
mo X (Figura 8 . 27 ). 


Translocagao complexa 

Translocagoes complexas sao translocagoes 
reciprocas com a participagao de tres cromos- 
somos ou mais. 


Exemplos 

46,XX,t(5;22;i2)(q23;qi2;q2i) 

O segmento do cromossomo 5 distal a banda 
q23 foi translocado para o cromossomo 22 na 
banda qi2. O segmento do cromossomo 22 
distal a banda qi2 foi translocado para o cro¬ 
mossomo 12 na banda q2i, sendo que o seg¬ 
mento do cromossomo 12 distal a essa banda 
foi translocado para o cromossomo 5 na ban¬ 
da q23. Note que, na translocagao complexa, a 
ordem dos cromossomos esta de acordo com a 
sequencia de transferences de segmentos cro- 
mossomicos e nao mais em ordem crescente. 


46,XY,t(i;7;6;8)(p22;q36;q23;q24) 

O segmento do cromossomo 1 distal a ban¬ 
da p22 foi translocado para o cromossomo 7 
na banda q36; o segmento do cromossomo 7 
distal a banda q36 foi translocado para o cro¬ 
mossomo 6 na banda q23; o segmento do cro¬ 
mossomo 6 distal a banda q23 foi translocado 
para o cromossomo 8 na banda q24, e o seg¬ 
mento do cromossomo 8 distal a banda q24 
foi translocado para o cromossomo 1 na banda 
p22 (Figura 8 . 28 ). 


Translocagao com origem 
definida e destino aleatorio 
ou jumping translocation 

Este e um evento citogenetico muito raro 
em que o mesmo segmento doado por um cro¬ 
mossomo e recebido por diferentes cromos¬ 
somos, em diferentes clones de celulas. Isso 
ocorre principalmente em celulas neoplasicas. 
Os cromossomos que recebem o segmento 
tern uma distribuigao aleatoria, variando de 
um paciente para outro; ja o segmento que 
participa da translocagao em todos os clones 
nao e randomico e pode estar relacionado ao 
diagnostico da neoplasia. 


Exemplo 

46,XY,t(3;7)(p26;q32) 

[8]/46,XY ,t(7; 9 )(q 32 ;q 34 ) 
[7]/46,XY,t(7;i4)(q32;q32)[5] 

Tres translocagoes clonais envolvendo a por- 
gao distal a banda q32 do cromossomo 7. Este 
segmento esta translocado para as bandas ter¬ 
minals dos cromossomos 3, 9 e 14. 


Figura 8.23 

Translocagao 
robertsoniana 
45 , xy, 
der(i4;2i) 

(qio;qio). 

I 14 normal der(14;21) 
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Outras altera^oes e 
nomenclatures utilizadas 

Material adicional de origem 
desconhecida (add) 

O material adicional de origem desconhe¬ 
cida e utilizado para descrever um cromosso¬ 
mo, no cariotipo, que apresenta um segmento 
anormal de origem desconhecida a mais. Este 
segmento pode ser formado por uma insergao, 
uma translocagao ou, ainda, uma duplicagao, 
mas em uma primeira analise costuma ser 
descrito como um material adicional. Apos 
investigagoes complementares com tecnicas 
especificas (como por exemplo FISH e CGH 
- ver Capitulos 28 e 29), pode-se descobrir a 
origem do material adicional. 


Exemplo 

46,XX,add(9)(p22) 

Cariotipo feminino com material adicional de 
origem desconhecida anexado a banda p22 do 
cromossomo 9 (Figura 8 . 29 ). 


Figura 8.24 

Translocagao 
robertsoniana 
46, xx, 
der(2i;2i) 

(qio;qio),+2i. 

I 21 normal der(21;21) 



Cromossomo marcador (mar) 

O cromossomo marcador e um cromosso¬ 
mo estruturalmente anormal que nao pode 
ser identificado por tecnicas de bandeamento 
convencionais. De origem desconhecida, ele 
aparece como um cromossomo adicional no 
cariotipo, podendo ou nao estar presente em 
todas as celulas. 


Exemplos 

47,XY,+mar 

Cariotipo masculino contendo um cromosso¬ 
mo marcador. 


II 

1 


1 1 


IM 




Normals 


Figura 8.25 

Resultados possiveis nos 
casos de translocagao de 
brago inteiro. Note que 
pode haver tanto a jungao 
de brago curto com longo, 
quanto a jungao de brago 
curto com curto e de longo 
com longo. 
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Figura 8.26 

Translocagao 
de brago inteiro 
47,XY,t(i2;2i) 
(qiopio),+2i. 


t(12;21) 


t(12;21) 


12 normal 21 normal +21 


48,XX,+2mar 

Cariotipo feminino contendo dois cromosso- 
mos marcadores. 

Cromossomo derivado (der) 

O cromossomo derivado resulta do rear- 
ranjo estrutural abrangendo um ou mais cro- 
mossomos, ou ainda de mais de um rearranjo 
sobre o mesmo cromossomo. O termo sempre 
se refere ao cromossomo que tern um centro- 
mero intacto, presente na estrutura observa- 
da. Pode-se dizer que o cromossomo derivado 
e um cromossomo marcador com a origem do 
centromero conhecida, ou seja, um cromosso¬ 
mo estruturalmente alterado, que deriva de 
um cromossomo conhecido. 

Exemplos 

46,XY,der(5)add(5)(pi5) 

Cariotipo masculino com cromossomo 5 deri¬ 
vado com material adicional de origem desco- 


nhecida anexado ao brago curto do cromosso¬ 
mo 5 na banda pi5. 

46,X,der(X) 

Cariotipo feminino com um dos cromosso- 
mos X alterado. Um cromossomo marcador 
foi testado com sonda centromerica de X (ver 
Capitulo 28) e foi definido como cromossomo 
derivado de X. 

45, XY,der(io)t(io;22)(q26qn),-22 

Cariotipo masculino com cromossomo 10 
derivado que substitui um cromossomo 10 
normal. Este cariotipo apresenta somente 
um cromossomo 22 normal. Provavelmente o 
cromossomo perdido seja um cromossomo 22 
derivado resultante da translocagao 10;22. 

46, XX,der(i2)t(6;i2)(p2ipi3) 

Cariotipo feminino com cromossomo 12 de¬ 
rivado resultante da translocagao do brago 
curto do cromossomo 6 na banda p2i com 
o brago curto do cromossomo 12 na banda 
pi3. O cromossomo 12 derivado substitui 
um cromossomo 12 normal. O cariotipo e 


Figura 8.27 

Translocagao de brago 
inteiro 46,XX,t(i7;X) 
(qiopio). 



t(X; 17) t(X; 17) 


17 normal X normal 
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desbalanceado com perda de material de 
cromossomo 12 e ganho de material de cro- 
mossomo 6. 

46,XX,der(i2)t(i2;?)(q2i;?) 

Cariotipo feminino com cromossomo 12 deri- 
vado resultante de uma translocagao com cro¬ 
mossomo de origem desconhecida. O cromos¬ 
somo derivado de 12 substitui um cromosso¬ 
mo 12 normal, apresentando um padrao de 
bandas atipico (Figura 8 . 30 ). 

Cromossomos dicentricos (die) 

Cromossomos dicentricos sao cromosso¬ 
mos que apresentam dois centromeros. As 
possibilidades de formagao destas estruturas 
sao variadas. Obrigatoriamente, tern que ha¬ 
ver mais de uma quebra e soldadura de dois 
segmentos cromossomicos com centromeros. 
A presenga de dois centromeros pode ser de- 
tectada com precisao utilizando-se a tecnica 
de bandeamento C (ver Capitulo 6) ou a tec¬ 
nica de FISH com sonda centromerica (ver 
Capitulo 28). Cromossomos dicentricos po- 
dem formar pontes nucleoplasmaticas entre 
os nucleos-filhos, apos a divisao celular (ver 
Capitulo 17). 


Exemplos 

45,XY ,dic( 10; I7)(q23q21) 

Cromossomo dicentrico formado pelos cro¬ 
mossomos 10 e 17 com perda dos segmen¬ 
tos terminals dos bragos longos, a partir de 
ioq23 e I7q2i, respectivamente. O numero 
total de 45 cromossomos esta explicado pelo 
fato de dois cromossomos estarem fusiona- 
dos. 

45,XX,dic(i5)(q2iq23) 

Cromossomo dicentrico originado pela que¬ 
bra e posterior uniao das cromatides-irmas 
do mesmo cromossomo 15, com perda das 
porgoes terminals a partir de q2i para um dos 
bragos do 15 e q23 para o outro brago. Note 
que nenhum cromossomo 15 normal esta pre¬ 
sente nesse cariotipo. 

Regioes homogeneamente 
coradas (hsr) 

Um cromossomo contendo uma banda 
anormalmente aumentada e uniformemen- 
te corada caracteriza esse tipo de aberragao. 
Facilmente observada com a tecnica de ban- 


Figura 8.28 

Translocagao complexa 
46,XY,t(i;7;6;8) 
(p22;q36;q23;q24). 
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deamento G, a banda em questao apresenta 
uma coloragao com um grau de intensidade 
intermediary. O material adicional provem 
de amplificagoes genicas, ou seja, varias co- 
pias de uma mesma regiao cromossomica. 
Isso e encontrado em tumores e celulas ex- 
postas a drogas. Esta aberragao e passada de 
celula-mae para celula-filha, podendo sofrer 
mudangas estruturais ou reagir com o am- 
biente. Dessa forma, a regiao pode aumentar 
ou diminuir de comprimento. 

Exemplos 

46,XY,hsr(5)(q34) 

Cariotipo masculino contendo a banda q34 
aumentada e homogeneamente corada. 

46,XX,hsr(X)(p2i) 

Cariotipo feminino contendo a banda p2i au¬ 
mentada e homogeneamente corada. 

46,XX,t(3;8)(qi3;pi2),hsr(i)(q34) 

Cariotipo feminino contendo translocagao en- 
tre o brago longo do 3 e o brago curto do 8, e 
ainda com a banda q34 do cromossomo 1 au¬ 
mentada e homogeneamente corada (Figura 
8.31). 

Double minutes (dmin) 

Os double minutes (DMs) sao estruturas 
cromossomicas acentricas pequenas que ocor- 


rem em pares. Assim como as regioes homo¬ 
geneamente coradas, os DMs consistem em 
amplificagoes do genoma, mas que aparecem 
externas ao cromossomo, como inumeros 
pontos de material cromossomico, circundan- 
do os cromossomos habituais e corados, pela 
tecnica tradicional, da mesma forma que elas. 
Quando observados ao microscopio eletroni- 
co, apresentam a estrutura da cromatina igual 
a de cromossomos normais, o que confirma a 
origem dos DMs. Estudos tern demonstrado a 
falta de telomeros, o que faz sugerir que estas 
pequenas estruturas sao circulares. Tambem 
se observa a falta de centromeros usando tec- 
nicas de bandeamento C e anticorpos anticine- 
tocoro, ou ainda pelo simples fato de os DMs 
nao se ligarem ao fuso acromatico. Entretanto, 
durante a mitose, alguns podem ser carregados 
para as celulas-filhas por estarem ligados aos 
cromossomos, mas a maioria e perdida, dando 
origem a micronucleos (ver Capitulo 17), sendo 
desta forma que o numero de DMs se torna al- 
tamente variado. Pelas normas internacionais 
de nomenclatura, 1 os DMs nao devem ser in- 
cluidos no numero cromossomico do cariotipo 
e sua identificagao nao deve ser precedida do 
sinal mais “+”. 

Exemplos 

5 o ,XY,...,+4mar, 3dmin 

Cariotipo masculino com quatro cromosso¬ 
mos marcadores que possuem centromero e 
tres amplificagoes acentricas. 
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Figura 8.30 

Cromossomo deri- 
vado 46,XX,der(i2) 
t(i2;?)(q2i;?). Cari¬ 
otipo feminino com 
cromossomo 12 
derivado de origem 
desconhecida. 
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5 2 ,XX,...,+6mar, 70 ~ 8odmin 

Cariotipo feminino com seis cromossomos 
marcadores que possuem centromero e de 70 
a 80 amplificagoes acentricas (Figura 8 . 32 ). 

Neocentromeros 

Cromossomos neocentromeros sao alte- 
ragoes cromossomicas raras, muitas vezes 
consideradas cromossomos marcadores por 
apresentarem origem desconhecida. Eles nao 
apresentam DNA alfa-satelite e sao caracteri- 
zados por formarem centromeros funcionais 
em regioes onde esta estrutura nao esta pre¬ 
sente, pois se ligam a proteinas centromericas 
essenciais, tornando-se estaveis durante as 
mitoses e meioses. Em geral, os cromosso¬ 
mos neocentromeros podem ser formados por 
delegoes cromossomicas terminais, delegoes 
cromossomicas intersticiais (paracentricas 
ou pericentricas) ou, ainda, por duplicagoes 
invertidas. 3 

Nas delegoes intersticiais pericentricas, 
ha remogao da porgao centrica, a qual nor- 
malmente forma um anel cromossomico, e 
uniao das porgoes distais do cromossomo sem 
centromero (Figura 8 . 33 a). As delegoes in¬ 


tersticiais paracentricas formam-se a partir 
da remogao de uma porgao intermediaria sem 
centromero do cromossomo, com uniao da 
porgao centrica com a distal (Figura 8 . 33 b). 

Atraves de duplicagoes invertidas, como o 
nome sugere, a porgao acentrica e duplicada 
e posteriormente invertida. Esta formagao se 
da de maneira similar a um isocromossomo 
(Figura 8 . 33 c), onde normalmente a porgao 
distal do cromossomo esta envolvida, poden- 
do resultar em tetrassomia ou trissomia da 
regiao duplicada, sendo esta ultima associa- 
da a delegoes cromossomicas, algumas vezes 
terminais. Duplicagoes invertidas dao origem 
a cariotipos desbalanceados (Figura 8 . 34 ). 
Rearranjos lineares e cromossomos em anel, 
formados apos delegoes cromossomicas, dao 
origem a cariotipos balanceados. 


Exemplos 

Cromossomo neocentromero 

47,XX,+der(6)(qter -> q22:) 

Cariotipo feminino com cromossomo neocen¬ 
tromero originado da quebra da porgao termi¬ 
nal do cromossomo 6 na banda q22. 




Figura 8.31 

Regiao homoge- 
neamente cora- 
da 4 6,XX,t( 3 ;8) 
(qi3;pi2),hsr(i) 
(q 34 )- 
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Cromossomo neocentromero com dele- 
^ao intersticial pericentrica 

47,XX,der(4)(:pi5 -> q25:),+neo(4)(pter 
-> pi5::q25 -> q3i -> neo -> q3i -> qter) 

Cariotipo feminino com um cromossomo 
contendo centromero, onde os pontos de 
quebra ocorreram entre as bandas pi5 e q25 


do cromossomo 4, com a formagao de um 
cromossomo com neocentromero originado 
da uniao da porgao terminal do brago curto 
a partir da banda pi5 com a porgao terminal 
do brago longo a partir da banda q25. Neste, 
a ativagao do neocentromero aconteceu na 
banda q3i. 


Figura 8.32 

Double minutes 
52,XX,...,+6mar, 
70~8odmin. 
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Fragmento 

acentrico 

circularizado 

Fragmento 

acentrico 


Figura 8.33 

(a) Dele^ao intersticial 
pericentrica, resultando 
na forma^ao de um anel 
cromossomico, e uniao 
das por^oes acentricas, 
resultando em um cromos- 
somo marcador com neo- 
centromero. (b) Dele^ao 
intersticial paracentrica, 
resultando na forma^ao de 
um cromossomo com uma 
dele^ao mais um marca¬ 
dor com neocentromero. 
(c) Duplica^ao invertida, 
onde o marcador formado 
e duplicado e posterior- 
mente invertido. 


Fragmento 

acentrico 

duplicado 



acentrico 



Fragmento 
acentrico 
duplicado 
e invertido 


































Figura 8.34 

Segrega^ao do neocen- 
tromero formado por 
duplica^ao invertida 
em sucessivas mitoses, 
podendo dar origem a 
celulas com tetrassomia 
(a) ou trissomia (b) do 
fragmento em questao. 
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Cromossomo neocentromero com dele- 
gao intersticial paracentrica 

47,XY,der(2)(q2i::q33),+neo(2)(:q2i -> 
q33 : -> q24 -> neo -> q24) 

Cariotipo masculino com um cromossomo 
contendo centromero, onde os pontos de que- 
bra ocorreram entre as bandas q2i e q33 do 
cromossomo 2. A porgao terminal a partir da 
banda q33 se uniu com o fragmento centrico 
na banda q2i, e um cromossomo com neocen¬ 
tromero foi originado do fragmento removido 
entre estas bandas. Neste, a ativagao do neo¬ 
centromero aconteceu na banda q 24 . 


Cromossomo neocentromero com du- 
plicagao invertida 

47,XY,+inv dup(8)(q23qter) 

47,XY,+inv dup(8)(qter 
->q23::q23“>qter) 

47,XY,+invdup(8)(qter ->q23::q23 
->q24 -> neo ->q24 -> qter) 

Cariotipo masculino com cromossomo neo¬ 
centromero originado da duplicagao invertida 
da porgao terminal, a partir da banda q 23 do 
cromossomo 8. Neste, a ativagao do neocen¬ 
tromero aconteceu na banda q 24 . 
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Capitulo 9 


Maria Isabel de Souza Aranha Melaragno 


Alteragoes dos 
cromossomos sexuais 


Cromossomos sexuais 

O par de cromossomos sexuais e com- 
posto pelos cromossomos X e Y, os quais, 
diferentemente dos pares de autossomos, se 
distinguem quanto ao tamanho, a forma e a 
posigao do centromero e ao conteudo genico 
(Figura 9 . 1 ). 

Acredita-se que evolutivamente os cromos¬ 
somos X e Y tenham se originado a partir de 
um par de cromossomos homologos ances- 
trais. Durante a evolugao dos mamiferos, esses 
cromossomos teriam perdido suas homologias 
em decorrencia da diminuigao progressiva da 
capacidade de recombinagao entre eles, o que 
acarretou em uma degeneragao progressiva 
do cromossomo Y. A medida que foram se es- 
pecializando, os cromossomos sexuais X e Y 
foram acumulando genes relacionados a dife- 
renciagao e a fungao sexual. 

O cromossomo X humano representa 
aproximadamente 5% do genoma haploide, e 
seu conteudo genico esta bastante conservado 
nas diferentes especies de mamiferos placen- 
tarios. Para assegurar a compensagao de dose 
devido as diferengas de conteudo genico entre 
os cromossomos X e Y, a maioria dos genes 
do X de um dos cromossomos X nas mulheres 
esta sujeita a inativagao. O cromossomo X e 
um cromossomo submetacentrico de tama¬ 
nho medio e apresenta cerca de 1.500 genes. 
Entre esses genes, ha varios relacionados a 
fungao gonadal e hormonal, como o gene do 
receptor androgenico. Ha tambem genes que 
determinam caracteristicas independentes do 
sexo, como o gene da distrofina (gene DMD ) 
e o gene do fator VIII da coagulagao (gene F). 


No cromossomo X existem ainda varios genes 
relacionados ao desenvolvimento mental, en¬ 
tre eles o gene FMRi. Cerca de um tergo do 
cromossomo X contem elementos repetitivos 
LINEi. 

Por outro lado, oYe um cromossomo mui- 
to menor, representando aproximadamente 
2% do genoma haploide, sendo que mais da 
metade de seu brago longo e constituida por 
uma regiao heterocromatica geneticamente 
inerte, com somente sequencias repetitivas. 
O cromossomo Y e um acrocentrico que, dife- 
rente dos demais cromossomos acrocentricos 
humanos, nao apresenta regioes organizado- 
ras de nucleolo em seu brago curto. Esse cro¬ 
mossomo contem cerca de 300 genes, varios 
deles relacionados com a determinagao e o de¬ 
senvolvimento sexual. 

No brago curto do cromossomo Y, na 
banda Ypn.31, esta localizado o gene SRY 
( sex-determining region Y), principal gene 
responsavel pela determinagao gonadal e 
formagao testicular. A descoberta do fator 
determinante testicular teve seu inicio a par¬ 
tir de 1959, quando foram descritas as dife¬ 
rentes aneuploidias dos cromossomos sexu¬ 
ais, as quais revelaram que, na presenga do 
cromossomo Y, independente do numero de 
cromossomos X, ha a formagao do testiculo. 
Subsequentemente, os estudos das alteragoes 
estruturais do cromossomo Y, incluindo iso- 
cromossomos de brago longo e de brago cur¬ 
to e isodicentricos de Y, e de sua relagao com 
o fenotipo gonadal indicaram que a regiao 
responsavel pelo desenvolvimento testicular 
estava localizada na porgao distal de Yp, pro- 
xima a regiao pseudoautossomica. A localiza- 
gao de gene SRY foi auxiliada pelo estudo de 
pacientes com reversao sexual, isto e, aqueles 
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com fenotipo gonadal nao condizente com o 
cariotipo, entre eles homens com cariotipo 
46,XX e mulheres com cariotipo 46,XY com 
Y aparentemente normal sob bandeamento G. 
Os estudos moleculares desses pacientes, uti- 
lizando sondas para diferentes regioes do Y, 
revelaram as regioes do Y translocadas para 
um dos cromossomos X nos homens 46,XX 
e as regioes do Y ausentes nas mulheres XY, 
estreitando-se a regiao candidata do Y que 
conteria o fator determinante testicular. Nessa 
regiao, foi identificado o gene SRY que codi- 
fica um fator de transcrigao responsavel pela 
sinalizagao para que a gonada indiferenciada 
seja transformada em testiculo. 


No cromossomo Y ha tambem varios ge¬ 
nes relacionados a espermatogenese. O fator 
da azoospermia, denominado fator AZF, foi 
identificado como parte de tres regioes dis- 
tintas de Yqn, denominadas AZFa, AZFb, e 
AZFc, cujas delegoes resultam em azoosper¬ 
mia. Ha pelo menos 14 genes localizados nes- 
sas regioes que codificam proteinas que se 
expressam nos testiculos e devem ter um pa- 
pel na espermatogenese e na fertilidade mas- 
culina. O locus para suscetibilidade ao gona- 
doblastoma (GBY) esta localizado no Y, uma 
vez que as mulheres com gonadas disgeneti- 
cas na presenga de material do cromossomo 
Y apresentam um maior risco de desenvolver 


Xp22.33 - 

Xp22.31 - 

Xp22.13 - 

Xp21.3 - 
Xp21.1 - 
Xpl 1.4 - 

Xpl 1.23 - 
Xpl 1.22 - 

Xpll.1 - 
Xp13.1 - 


I PARI 


Figura 9.1 

Idiograma dos cromosso¬ 
mos X e Y sob resolugao de 
550 a 700 bandas cromos- 
somicas por lote haploide, 
com algumas bandas cro- 
mossomicas especificadas. 
As barras a direita indicam 
as regioes pseudoautosso- 
micas (PARS). 
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gonadoblastoma. Esse locus foi localizado 
em uma regiao proxima ao centromero, po- 
dendo ser um unico gene ou ainda multiplos 
loci GBY dispersos no cromossomo Y. 

As regioes distais dos bragos curtos dos 
cromossomos X e Y contem sequencias de 
DNA altamente similares, as quais, por apre- 
sentarem alta homologia no homem e na mu- 
lher, foram denominadas regioes pseudoau- 
tossomicas (PARS). Ha duas dessas regioes 
nos cromossomos X e Y: a regiao pseudoau¬ 
tossomica l (PARi), que abrange 2,6 Mb e 
esta localizada na regiao terminal dos bragos 
curtos dos cromossomos X e Y, e a regiao 
pseudoautossomica 2 (PAR2), que abrange 
somente 320 kb e esta localizada na regiao 
terminal de seus bragos longos. Durante a 
meiose masculina normal, quando todos os 
cromossomos autossomicos se emparelham 
com seus pares, os cromossomos X e Y se 
emparelham por essas regioes, onde ocor- 
re recombinagao meiotica (crossing-over), 
principalmente na PARi. A taxa de recom¬ 
binagao na regiao PARi e extremamente alta 
na meiose masculina, sendo a frequencia 
mais alta observada no genoma. 

Na regiao PARi ha pelo menos 24 genes, 
metade deles com fungoes conhecidas. Entre 
eles, encontra-se o gene SHOX (short stature 
homeobox), cuja haploinsuficiencia contribui 
para certas caracteristicas da sindrome de 
Turner. Por outro lado, somente quatro genes 
foram identificados na regiao PAR2. A delegao 
da regiao PARi resulta em falha do empare- 
lhamento dos cromossomos sexuais e este- 
rilidade masculina, enquanto que a delegao 
da PAR2 nao e necessaria para a fertilidade. 
A maioria dos genes do cromossomo Y apre- 
senta seus correspondentes no cromossomo 
X, sendo que esses genes nao estao sujeitos 
a inativagao, da mesma forma que ocorre na 
regiao pseudoautossomica. 


Alteragoes dos 
cromossomos sexuais 

As alteragoes dos cromossomos sexuais, 
do mesmo modo que ocorre nas alteragoes 
dos cromossomos autossomicos, podem ser 
numericas ou estruturais. Dessa forma, essas 
alteragoes podem ser causadas tanto pela fal- 


ta quanto pela presenga de copias extras dos 
cromossomos sexuais, assim como por altera¬ 
goes estruturais destes cromossomos. Muito 
frequentemente, as alteragoes dos cromosso¬ 
mos sexuais aparecem na forma de mosaico 
ao lado de linhagens celulares normais ou de 
outras linhagens com anormalidades cromos- 
somicas. 

As alteragoes dos cromossomos sexuais 
podem afetar a determinagao sexual, o de- 
senvolvimento sexual ou a fertilidade, alem 
de outras caracteristicas fenotipicas. Com ex- 
cegao da monossomia Y, as aneuploidias dos 
cromossomos sexuais sao viaveis e compati- 
veis com um crescimento e desenvolvimento 
relativamente normais. 

Apesar de os sinais e sintomas das alte¬ 
ragoes dos cromossomos sexuais variarem 
amplamente, as aneuploidias desses cromos¬ 
somos acarretam alteragoes fenotipicas me¬ 
nos graves do que as associadas a defeitos de 
cromossomos autossomicos comparaveis. Um 
dos motivos para explicar essa observagao 
esta relacionado a inativagao do X, uma vez 
que todos os cromossomos X, menos um, sao 
inativados nas celulas somaticas. 

Algumas caracteristicas diferenciam as 
alteragoes dos cromossomos sexuais das dos 
cromossomos autossomicos: 

• As aneuploidias dos cromossomos sexuais 
sao mais frequentes do que as dos autos- 
somos. Em recem-nascidos nao selecio- 
nados, verifica-se cerca de 0,1% de casos 
de aneuploidias de autossomos e cerca de 
0,2% de aneuploidias de cromossomos se¬ 
xuais. Essa diferenga pode ser explicada 
tanto por uma taxa mais alta de perdas 
fetais das aneuploidias de autossomos 
quanto por uma maior suscetibilidade dos 
cromossomos sexuais a sofrerem erros 
meioticos, principalmente na meiose mas¬ 
culina, quando os cromossomos X e Y se 
emparelham somente pelas regioes pseu- 
doautossomicas, formando uma sinapse 
mais instavel. 

• Os cromossomos sexuais parecem ser 
mais propensos a erros durante a mitose 
do que os autossomos, como indicado por 
uma frequencia mais alta de mosaicismo 
cromossomico. Cerca de 10 a 20% de to- 
das as aneuploidias de cromossomos sexu- 
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ais estao em mosaicos, sendo esses menos 
frequentes em alteragoes dos autossomos. 

• As trissomias dos autossomos afetam mui- 
to mais o fenotipo do que as trissomias dos 
cromossomos sexuais. Enquanto a defici¬ 
ency mental e um achado consistente nas 
aneuploidias dos autossomos, apesar de 
a inteligencia media ser abaixo do nor¬ 
mal nas aneuploidias dos cromossomos 
sexuais, o comprometimento do desen- 
volvimento mental nao e tao pronunciado 
como nas aneuploidias dos autossomos. 

• Nas alteragoes dos cromossomos sexuais, 
as alteragoes fenotipicas afetam mais o de- 
senvolvimento dos orgaos sexuais. Podem 
ocorrer outras malformagoes, principal- 
mente na sindrome de Turner, mas em 
geral elas sao menos frequentes e menos 
graves. 

• A expectativa de vida esta muito diminui- 
da nas aneuploidias dos autossomos, mas 
nao nas dos cromossomos sexuais. 

As tetrassomias e pentassomias dos autosso¬ 
mos nao sao viaveis, mas podem ser verifi- 
cadas quanto aos cromossomos sexuais. 

• As monossomias dos autossomos sao le- 
tais, enquanto que a monossomia do cro- 
mossomo X e viavel, apesar de resultar em 
uma alta taxa de perdas fetais. 

As anormalidades dos cromossomos sexu¬ 
ais sao relativamente comuns na populagao, 

com uma frequencia geral de 1 a cada 500 nas- 


cimentos. A incidencia dos diferentes tipos de 
alteragoes em criangas nativivas e apresenta- 

da na Tabela 9 . 1 . 

Sindrome de Klinefelter 

A sindrome de Klinefelter e uma das for¬ 
mas mais comuns de hipogonadismo hiper- 
gonadotrofico nos homens. Ela e decorrente 
da presenga de um cromossomo X extra ou, 
mais raramente, de dois ou tres cromossomos 
X extras. 

Historico 

A sindrome de Klinefelter foi descrita em 
1942, por Klinefelter e colaboradores, 1 em pa- 
cientes que apresentavam ginecomastia, oli¬ 
gospermia, testiculos pequenos com tecido tes¬ 
ticular hialinizado, penis normal e gonadotrofi- 
nas urinarias aumentadas. Em 1956, foi descri¬ 
ta a presenga de corpusculos de Barr em celulas 
de pacientes com a sindrome de Klinefelter, 
havendo a suspeita da presenga de um cromos¬ 
somo X extra, o que foi confirmado tres anos 
depois, em 1959, por Jacobs e Strong. 2 Esses 
autores verificaram a presenga de um cromos¬ 
somo adicional submetacentrico nas celulas de 
um paciente com as caracteristicas tipicas da 
sindrome de Klinefelter, o que fez com que os 
autores interpretassem como sendo um carioti- 
po 47,XXY. Outros casos confirmaram ser este 
o cariotipo mais frequentemente verificado em 
pacientes com a sindrome. 


TABELA 9.1 

Incidencia de anormalidades dos cromossomos sexuais 


Sexo 

Doenga 

Cariotipo 

Incidencia 

Homens 

Sindrome de Klinefelter 

47,XXY 

1:1.000 homens 



48, XXX Y 

1:25.000 homens 



Outros 

1:10.000 homens 


Sindrome do duplo Y 

47,XYY 

1:1.000 homens 


Outras alteragoes de X ou Y 


1:1.500 homens 

Mulheres 

Sindrome de Turner 

45,X 

1:10.000 mulheres 



46,X,i(Xq) 

1:50.000 mulheres 



Outros 

1:15.000 mulheres 


Trissomia X 

47,XXX 

1:1.000 mulheres 


Outras anormalidades do X 


1:3.000 mulheres 
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Incidencia 

A incidencia da sindrome de Klinefelter e 
de cerca de l em 1.000 nascimentos do sexo 
masculino e de l a cada 300 abortos espon- 
taneos. Apesar de as caracteristicas fenotipi- 
cas da sindrome serem relativamente leves, 
estima-se que cerca de 50% dos produtos de 
concepgao 47,XXY sejam abortados. 

Clinica 

A sindrome de Klinefelter em geral nao e re- 
conhecida na infancia, apesar de poder haver 
desvios de comportamento e dificuldades de 
aprendizagem. Os meninos entram na puber- 
dade na idade normal, apesar de haver produ- 
gao de niveis mais baixos de testosterona. Em 
geral, os sinais de hipogonadismo tornam-se 
evidentes com a puberdade. Os testiculos, que 
em geral sao pequenos durante a infancia, se 
mantem pequenos nos adultos, e as caracteris¬ 
ticas sexuais secundarias permanecem pouco 
desenvolvidas. O diagnostico mais frequente 
e realizado na vida adulta em decorrencia da 
infertilidade, apesar de os sinais clinicos se¬ 
rem altamente variaveis. O unico sinal obri- 
gatorio na sindrome e a presenga de testiculos 
pequenos, associados a azoospermia e, menos 
frequentemente, a oligospermia acentuada e 
niveis aumentados de FSH. 

O exame histologico do tecido testicular 
mostra que os testiculos pre-puberais de- 
monstram tubulos seminiferos com esper- 
matogonias, havendo posteriormente uma 
perda progressiva de epitelio germinativo e a 
formagao de tubulos seminiferos hialinizados 
atrofiados com ausencia de elementos germi- 
nativos. 

Em menos da metade dos pacientes, na 
adolescencia pode haver o aparecimento de 
ginecomastia, que leva a um risco aumenta- 
do de cancer de mama. Os pacientes com a 
sindrome de Klinefelter em geral sao altos e 
magros, com membros relativamente longos. 
Criptorquidia e infrequente, exceto nos casos 
com cariotipo 48,XXXY. A distribuigao de 
gordura em geral segue um padrao femini- 
no. Os pelos corporais sao escassos e a mas- 
sa muscular tende a ser reduzida. A maioria 
dos pacientes apresenta eregoes e ejaculagoes 
normais. 


Os pacientes com mais de um cromossomo 
X adicional apresentam um fenotipo corres- 
pondentemente mais grave do que os com ca¬ 
riotipo 47,XXY. 

Fertilidade 

Os individuos afetados, com raras excegoes, 
sao inferteis. Verifica-se que cerca de 3% dos 
homens inferteis e que de 5 a 10% dos homens 
com oligospemia ou azoospermia apresentam 
a sindrome de Klinefelter. Nos casos de mo- 
saicos 47,XXY/46,XY, as alteragoes testicula- 
res sao menos graves, havendo azoospermia 
em mais da metade dos casos, mas tambem 
podendo haver homens ferteis. Em poucos 
casos com cariotipo 47,XXY sao verificados 
espermatozoides adequados para a realiza- 
gao da tecnica de injegao intracitoplasmatica 
de espermatozoides (ICSI), mas com risco de 
formagao de zigotos aneuploides. 

Inteligencia 

A deficiencia mental nao e uma caracteris- 
tica marcante da sindrome, apesar de haver 
casos com um leve comprometimento intelec- 
tual e diminuigao da compreensao verbal. No 
caso de haver mais do que um cromossomo 
X extra, verifica-se maior comprometimento 
mental e maior dificuldade de aprendizagem, 
leitura, linguagem e adequagao psicossocial. 
Caracteristicas psicopatologicas podem ser 
notadas em alguns pacientes, havendo au- 
mento de tendencia a reagoes neuroticas e psi- 
coticas. 

Tratamento 

A terapia de reposigao da testosterona 
pode ser utilizada apos a adolescencia para 
corrigir a deficiencia androgenica, produzindo 
um melhor desenvolvimento das caracteristi¬ 
cas sexuais secundarias e redugao de risco de 
osteoporose. 

Cariotipos 

A sindrome de Klinefelter e causada por 
uma ou mais copias extras de um cromosso¬ 
mo X na presenga do cromossomo Y. Cerca 
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de 80% dos pacientes apresentam cariotipo 
47,XXY, sendo que um dos cromossomos X 
permanece inativo durante a interfase e apa- 
rece como corpusculo de Barr. Nesses casos, 
dados citogeneticos e moleculares sobre a 
origem parental e o estagio meiotico do erro 
de nao disjungao responsavel pela smdrome 
indicam que o cromossomo X extra pode ser, 
com igual frequencia, de origem paterna ou 
materna. Na meiose paterna, a nao disjungao 
cromossomica ocorre na meiose I, possivel- 
mente estando relacionada com a redugao 
ou falha na recombinagao meiotica, uma vez 
que os cromossomos X e Y se emparelham na 
meiose somente em suas regioes pseudoau- 
tossomicas de Xp e Yp. No caso de erros na 
meiose materna, na maioria das vezes ocorre 
a nao disjungao na meiose I, que esta relacio¬ 
nada a idade materna. 

Em uma pequena porcentagem de casos, 
ha variantes da smdrome de Klinefelter com 
cariotipos outros que nao o 47,XXY, incluindo 
os cariotipos 48,XXXY, 48,XXYY, 49,XXXXY 
e 49,XXXYY. 

O cariotipo 48,XXYY ocorre em 1:50.000 
nascimentos masculinos, sendo a variante 
mais frequente da smdrome de Klinefelter, 
podendo resultar em macrossomia, deficien- 
cia mental mais pronunciada e estatura mais 
elevada do que a de pacientes com cariotipo 

47, XXY. Nesses casos, o erro meiotico mais 
provavel e a nao disjungao nas meioses I e II 
paterna, resultando em um espermatozoide 
XYY. O cariotipo 49,XXXXY e cerca de qua- 
tro vezes mais frequente do que a variante 

48, XXXY e, nesses casos, as alteragoes apare- 
cem no inicio da infancia por falha de cresci- 
mento, resultando em uma smdrome distinta 
da smdrome de Klinefelter tipica, com hipogo- 
nadismo, deficiencia mental, hipertelorismo 
ocular, epicanto, pregas transversals voltadas 
para cima, palato alto, defeitos cardiacos e 
anormalidades esqueleticas, sendo a mais fre¬ 
quente a sinostose radioulnar. Nos casos de 
cariotipo 49,XXXXY, a origem dos cromosso¬ 
mos X extras e materna, sugerindo uma nao 
disjungao desses cromossomos na meiose I e 
tambem na meiose II. Dentre os casos com a 
smdrome de Klinefelter, cerca de 10 a 15% dos 
casos apresentam mosaicismo, sendo o mais 
comum o cariotipo 47,XXY/46,XY. 

Alem desses cariotipos, existem pacientes 
que apresentam o fenotipo da smdrome de 


Klinefelter excluindo a estatura elevada, mas 
que demonstram o cariotipo 46,XX. Nesses 
casos, os homens XX sao, na maioria das 
vezes, decorrentes da presenga do gene SRY 
translocado para um dos cromossomos X de- 
vido a um crossing-over anormal fora da re- 
giao pseudoautossomica de Xp e Yp. 

Smdrome 47,XYY 

O cariotipo 47,XYY resulta na smdrome 
conhecida como duplo Y, apesar de nao haver 
um fenotipo caracteristico. 

Historico 

O primeiro caso de dois cromossomos Y 
foi relatado em i960, por Mundal e Ockey, 3 
em um paciente com fenotipo da smdrome de 
Klinefelter e cariotipo 48,XXYY. O primeiro 
caso de 47,XYY foi descoberto ao acaso em 
um individuo com filho com a smdrome de 
Down. Varios outros casos foram descritos 
em condigoes diversas, todas sem relevancia 
clinica. Em 1965, entretanto, Jacobs e colabo- 
radores 4 observaram que o cariotipo 47,XYY 
era mais frequente em homens internados em 
instituigoes penais e em reformatories, parti- 
cularmente em homens com estatura elevada. 

Incidencia 

Individuos com cariotipo 47,XYY ocorrem 
em 1 a cada 1.000 nascimentos masculinos e 
em cerca de 4 a 200 por 1.000 individuos de 
instituigoes penais e mentais. 

Clinica 

Nao ha um fenotipo tipico da smdrome, 
sendo que a unica caracteristica associada ao 
cariotipo 47,XYY e a alta estatura, nao sendo 
essa caracteristica um achado consistente. A 
maioria dos casos passa despercebida na po- 
pulagao. Pode haver anormalidades de corn- 
portamento com diminuigao de tolerancia 
a frustragao e do autocontrole e tambem hi- 
peratividade. Comportamento agressivo, no 
entanto, e pouco comum. Os pacientes podem 
apresentar hipogonadismo e tendencia a de- 
senvolver acne facial. 



Fertilidade 


Incidencia 


109 


A maioria dos pacientes 47,XYY e fertil. 
Tem sido evidenciado que o cromossomo Y 
extra e eliminado na maioria das celulas que 
formarao os espermatocitos, de modo que 
ocorre um emparelhamento normal do bi- 
valente X-Y na meiose. Assim, os homens 
47,XYY nao apresentam um risco aumentado 
de filhos com aneuploidias dos cromossomos 
sexuais. 

Inteligencia 

A inteligencia e normal, apesar de haver 
um aumento na incidencia de dificuldade de 
aprendizagem. 

Cariotipos 

O cariotipo 47,XYY resulta de uma nao 
disjungao na meiose II paterna. Pode haver 
casos em mosaico. Raramente, pode haver 
mais de uma copia extra do cromossomo Y. 
Os casos de homens 48,XYYY apresentam di- 
ferentes graus de manifestagoes fenotipicas, 
nao afetando necessariamente a inteligencia 
e o comportamento. Mais raramente, verifica- 
-se o cariotipo 49,XYYYY podendo resultar em 
deficiencia mental, alteragoes faciais, como 
hipertelorismo ocular, orelhas de implantagao 
baixa e micrognatia, e anormalidades esque- 
leticas, como sinostose radioulnar, escoliose e 
clinodactilia. 

Trissomia X 

A sindrome do triplo X, tambem denomi- 
nada sindrome 47,XXX ou trissomia X, re¬ 
sulta de uma copia extra do cromossomo X. 
A trissomia X em mulheres nao e um evento 
raro, e nao resulta em uma sindrome reconhe- 
civel, podendo passar despercebida. 

Historico 

O primeiro caso descrito de cariotipo 
47,XXX foi relatado por Jacobs e colaborado- 
res 5 em uma mulher com amenorreia secun¬ 
daria. 


O cariotipo 47,XXX ocorre em 1 a cada 
1.000 mulheres. 

Clinica 

As mulheres com essa sindrome, apesar 
de apresentarem estatura acima da media, 
em geral nao sao fenotipicamente anormais. 
Algumas delas sao identificadas em clinicas de 
infertilidade ou em instituigoes para deficien- 
tes mentais, mas certamente muitas permane- 
cem nao sendo reconhecidas na populagao. 

Fertilidade 

As mulheres 47,XXX podem apresentar 
ovarios normais, cujo desenvolvimento depen- 
de da presenga de pelo menos dois cromosso¬ 
mos X normais, na ausencia do cromossomo 
Y. O acompanhamento de pacientes 47,XXX 
indica que as mudangas puberais ocorrem na 
idade apropriada e que a maioria apresen- 
ta historia menstrual normal. Cerca de 20% 
das mulheres 47,XXX apresentam disfungao 
ovariana, atraso da menarca, oligomenorreia, 
amenorreia secundaria e desenvolvimento 
pobre das caracteristicas sexuais secundarias. 

As mulheres 47,XXX em geral sao ferteis, 
produzindo na grande maioria das vezes crian- 
gas cromossomicamente normais. Uma expli- 
cagao para esse fato seria a de o cromossomo 
X extra ser segregado preferencialmente para 
o primeiro corpusculo polar na meiose I. 

Inteligencia 

Em geral, as mulheres 47,XXX apresentam 
inteligencia normal ou, algumas vezes, ligeira- 
mente reduzida. Cerca de 70% dos casos rela- 
tados apresentam dificuldades leves de apren¬ 
dizagem. Ha uma tendencia a apresentarem 
problemas psicologicos, incluindo depressao 
e psicose. 

Cariotipos 

As celulas 47,XXX apresentam dois cro¬ 
mossomos X inativos na interfase, demons- 
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trando dois corpusculos de Barr. Em cerca de 
95% dos casos, o cromossomo X extra resulta 
da nao disjungao na meiose I materna, haven- 
do associagao com a idade materna avangada. 

Mulheres com outras 
polissomias do cromossomo X 

Mulheres com polissomias X maiores do 
que a trissomia sao raras. Enquanto a trissomia 
X nao gera alteragoes fenotipicas marcantes, os 
cariotipos 48,XXXX e 49,XXXXX resultam em 
deficiencia mental e outras alteragoes fenotipi¬ 
cas. Pode ocorrer desenvolvimento incompleto 
das caracteristicas sexuais secundarias, e algu- 
mas pacientes podem apresentar disgenesia 
gonadal. Problemas comportamentais e ver- 
bais sao comuns. Alteragoes menstruais ocor- 
rem com maior frequencia do que nas mulhe¬ 
res com trissomia X, e a fertilidade e reduzida. 
A tetrassomia X (48,XXXX) esta associada a 
uma deficiencia do desenvolvimento mental e 
fisico nao tao grave quanto na pentassomia X 
(49,XXXXX), a qual em geral leva a um maior 
comprometimento do desenvolvimento, ha- 
vendo varios efeitos fisicos, como hiperteloris- 
mo ocular, epicanto e estrabismo. Nas tetras- 
somias e pentassomias X, os cromossomos X 
extras sao de origem materna, decorrentes de 
nao disjungao nas meioses I e II. 

Slndrome de Turner 

A sindrome de Turner e um tipo especial 
de hipogonadismo hipergonadotrofico carac- 
terizado por um fenotipo feminino, disgenesia 
gonadal e imaturidade sexual. 

Historico 

A sindrome de Turner foi descrita por 
Ullrich 6 e por Turner, 7 a partir do estudo de 
varias mulheres com linfedema dos pes na in- 
fancia, baixa estatura, amenorreia e ausencia 
de caracteristicas sexuais secundarias, entre 
outros achados. Em 1941, Sharpey-Shafer 8 
descreveu outros casos semelhantes, tendo 
identificado gonadas em fita e denominado 
a sindrome como sindrome de Turner. Com 
base nos experimentos de Jost, 9 demonstran- 
do que coelhos dos quais eram retiradas as 


gonadas durante a vida embrionaria precoce 
desenvolviam diferenciagao de tubas uteri- 
nas, utero, vagina e genitalia externa femini- 
na independente do sexo cromossomico do 
animal, Wilkins 10 previu que a sindrome de 
Turner poderia ser decorrente da ausencia de 
fungao gonadal no inicio da vida fetal. Wilkins 
e colaboradores 11 e Polani e colaboradores 12 
verificaram ausencia de cromatina X em mu¬ 
lheres com a sindrome de Turner, sendo que, 
no ano de 1959, Ford e colaboradores 13 rela- 
taram a presenga de um unico cromossomo 
X em celulas da medula ossea de uma mulher 
com as caracteristicas da sindrome de Turner 
que apresentava cromatina X negativa. Desde 
entao, varios outros tipos de cariotipo foram 
descritos na sindrome, como os com mosaicis- 
mo cromossomico ou com alteragoes estrutu- 
rais do segundo cromossomo X. 

Incidencia 

A incidencia do fenotipo da sindrome de 
Turner e de cerca de 1 em 5.000 nascimentos 
femininos, sendo muito menos comum do que 
outras aneuploidias dos cromossomos sexu¬ 
ais. Entretanto, na concepgao, a monossomia 
X e muito mais frequente, ocorrendo em cerca 
de 1 a 2% de todas as gestagoes reconhecidas 
clinicamente. A sobrevivencia a termo da mo¬ 
nossomia X e um evento raro, uma vez que 
mais de 99% dos fetos sao abortados esponta- 
neamente, em geral em torno da 28 s semana 
de gestagao. Os fetos 45,X sao mais frequente- 
mente abortados do que os fetos com mosai- 
cismo cromossomico. Ainda nao esta claro por 
que na grande maioria das vezes o cariotipo 
45,X e letal in utero , uma vez que e compativel 
com a sobrevivencia pos-natal, resultando em 
nativivos com poucas intercorrencias clinicas. 
Uma das hipoteses da sobrevivencia de fetos 
com monossomia X e a de que as pacientes 
45,X que sobrevivem seriam de fato mosaicos 
com linhagens normais 46,XX nao detectadas 
ou confinadas a placenta, as quais assegura- 
riam a viabilidade do feto. 

Cltnica 

A sindrome de Turner e a unica aneuploi- 
dia de cromossomos sexuais que resulta em 
uma sindrome especifica, de forma que pode 



ser reconhecida no nascimento ou mesmo 
antes da puberdade. A maioria dos produtos 
da concepgao de pacientes com smdrome de 
Turner apresenta um intenso edema intrau- 
terino (hidropsia fetal), sendo o edema nucal 
um achado comum em ultrassonografia fetal. 
O retardo de crescimento inicia-se ja no peri- 
odo intrauterino, mas se torna mais evidente 
no initio da infancia. O peso ao nascimento e 
baixo, mas a diferenga pode nao ser marcante 
por causa do linfedema dos pes e das maos, 
presente em mais da metade dos recem- 
-nascidos 45,X. O linfedema pode persistir 
por varios meses, desaparecendo em geral por 
volta dos dois anos de idade. 

Abaixa estatura proporcionada e um achado 
marcante na smdrome de Turner, acometendo 
entre 95 e 100% das pacientes. Em 20 a 30% dos 
casos, pode haver suspeita clinica da smdrome 
apos o nascimento em virtude da presenga de 
“estigmas turnerianos”. Em cerca de 30% dos 
casos, as criangas podem ser diagnosticadas em 
idade escolar em decorrencia da baixa estatu¬ 
ra e da velocidade de crescimento reduzida. O 
crescimento pre-puberal e retardado, nao ha- 
vendo o estirao da puberdade, o que pode levar 
a suspeita de smdrome. A estatura media das 
mulheres adultas e de tres desvios-padrao abai- 
xo da media, em geral atingindo 1,4 a 1,45 m. A 
smdrome de Turner e responsavel por uma pro- 
porgao significativa, estimada em 6%, de todas 
as mulheres com baixa estatura. 

Nas mulheres adultas, nao ha desenvolvi- 
mento das caracteristicas sexuais secundarias, 
havendo falta de crescimento das mamas e es- 
cassez de pelos pubianos e axilares. Verificam- 
-se niveis aumentados de gonadotrofinas hi- 
pofisarias. Durante a idade adulta, a amenor- 
reia (primaria ou secundaria) e a infertilidade 
sao as principals queixas que conduzem ao 
diagnostico da smdrome. As gonadas se apre- 
sentam “em fita”, ricas em tecido conjuntivo 
fibroso e desprovidas de oocitos e de foliculos 
ovarianos. Verifica-se que a presenga de dois 
cromossomos X integros na ausencia de cro- 
mossomo Y e uma condigao essencial para o 
desenvolvimento ovariano normal. 

A aparencia facial das pacientes pode ser 
grosseira, havendo ptose palpebral, olhos 
com fendas palpebrais obliquas inclinadas 
para baixo, pregas epicanticas, hiperteloris- 
mo ocular, sobrancelhas espessas e orelhas de 


implantagao baixa, giradas posteriormente e/ 
ou dismorficas. Em geral, ocorrem alteragoes 
dentarias, implantagao baixa de cabelos na 
nuca, micrognatia, pescogo curto e/ou alado. 
Na smdrome de Turner tambem verificam-se 
torax em barril, esterno curto e aumento da 
distancia intermamilar. Nas extremidades, 
pode haver cubito valgo, maos pequenas, en- 
curtamento do quarto e do quinto metacarpos 
e metatarsos e displasias ungueais. Verificam- 
-se, ainda, nevos pigmentados. 

Malformagoes renais sao observadas em 
cerca de 30% dos casos, incluindo rins em fer- 
radura e ma rotagao dos rins. As cardiopatias 
congenitas estao presentes em 23 a 40% das 
pacientes, sendo as mais comuns a coarctagao 
da aorta e a valva aortica bicuspide. As mulhe¬ 
res adultas com smdrome de Turner apresen- 
tam um risco aumentado de doengas cardio- 
vasculares, representadas por hipertensao ar¬ 
terial sistemica e doenga isquemica cardiaca. 
A prevalencia de doenga autoimune da tireoi- 
de e de osteoporose e maior na smdrome de 
Turner quando comparada com a da popula- 
gao em geral. Quanto a morbidade em adultos 
com a smdrome, as mulheres apresentam um 
risco aumentado de fraturas por osteoporose, 
diabete, hipertensao e infarto, com diminui- 
gao da expectativa media de vida. 

As mulheres com cariotipo 45,X sao clini- 
camente indistinguiveis daquelas com isocro- 
mossomo do brago longo do X. Nos casos em 
mosaico, o fenotipo clinico depende da pro- 
porgao e distribuigao das populagoes celulares 
nos diferentes tecidos. O atraso de crescimen¬ 
to e menos pronunciado, e o quadro clinico 
pode variar dependendo do tipo de cariotipo. 
Casos com cromossomos X estruturalmente 
anormais em geral apresentam a smdrome 
incompleta, com excegao dos casos de isocro- 
mossomo do brago longo do X. Os casos com 
delegao do brago longo e com isocromossomo 
do brago curto apresentam gonada em fita e 
infantilismo sexual, mas nao baixa estatura. 
A haploinsuficiencia de genes do brago curto 
provavelmente esteja relacionada as caracte¬ 
risticas somaticas da smdrome de Turner. 

Fertilidade 

A infertilidade e uma das principals ca¬ 
racteristicas da smdrome, apesar de haver 
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raros casos com mosaicismo 45,X/46,XX que 
apresentam menstruagao normal e ate ferti- 
lidade. Os poucos casos de gravidez em mu- 
lheres 45, X provavelmente sao decorrentes de 
mosaicismo gonadal, havendo uma linhagem 
46,XX nos ovarios. Essas mulheres apresen¬ 
tam um risco elevado de prole com aneuploi- 
dias cromossomicas. 

Em alguns casos de variantes da sindrome 
de Turner com monossomia parcial do cro- 
mossomo X, como as delegao parciais de Xp 
de Xq e grandes aneis do cromossomo X, a 
fertilidade pode ser mantida, com risco para 
a prole de apresentar a mesma alteragao cro¬ 
mossomica. 

As mulheres com sindrome de Turner e 
falha ovariana podem ser submetidas a ferti- 
lizagao in vitro com ovulos doados e transfe¬ 
rence de embriao, apesar de haver um risco 
aumentado de aborto, principalmente devido 
a fatores uterinos. 

Inteligencia 

A deficiencia mental nao e uma caracte- 
ristica da sindrome, mas pode haver um leve 
comprometimento das atividades intelectuais 
e verbais, alem de diminuigao da capacidade 
de percepgao espacial. 

As mulheres com sindrome de Turner apre¬ 
sentam um maior risco de comprometimento 
do ajuste social. Verifica-se que em geral as 
mulheres 45,X com o unico X de origem pa- 
terna tern uma melhor adaptagao social, com 
fungoes verbais e executivas superiores, do 
que as com o unico X de origem materna. 

Tratamento 

O fenotipo externo das pacientes nao trata- 
das e semelhante ao de meninas pre-puberes. 
As caracteristicas sexuais secundarias nao se 
desenvolvem sem que haja reposigao hormo¬ 
nal. Os orgaos genitais continuam imaturos, 
com tubas uterinas pequenas e utero infantil. 

A deficiencia estrogenica cronica atinge 
de 95 a 98% das pacientes e ocorre devido a 
disgenesia gonadal. Assim, na maioria das 
pacientes, a terapia de reposigao de estroge- 
no deve ser introduzida na idade puberal para 
promover o desenvolvimento das caracteristi¬ 


cas sexuais secundarias e prevenir a osteopo- 
rose, bem como para as mulheres serem com- 
pensadas psicologicamente com o fenomeno 
da menstruagao. 

O tratamento com hormonio do crescimen- 
to (GH recombinante) pode levar a um ganho 
medio de 6 cm na estatura final das mulheres 
adultas. 

Cariotipos 

A constituigao cromossomica da sindro¬ 
me de Turner envolve perda ou alteragao do 
segundo cromossomo X em pelo menos al- 
gumas celulas do individuo. A alteragao mais 
frequente na sindrome de Turner, encontrada 
em pouco mais de 50% dos casos, e a monos¬ 
somia do cromossomo X, havendo cariotipo 
45,X e cromatina X negativa. A unica monos¬ 
somia completa de um cromossomo inteiro 
que e compativel com a vida e a monossomia 
do cromossomo X. Dois mecanismos patoge- 
nicos podem levar ao cariotipo 45,X: a nao 
disjungao cromossomica e a perda cromos¬ 
somica na anafase. Tanto em nativivos como 
em abortos 45,X, em cerca de 80% dos casos 
o unico cromossomo X e de origem materna, 
tendo assim ocorrido erro na meiose paterna. 

Cerca de 20% das mulheres com a sindro¬ 
me de Turner apresentam cromossomos X 
estruturalmente anormais, incluindo o iso- 
cromossomo do brago longo do cromossomo 
X, com cariotipo 46,X,i(X)(qio). Apesar de 
esse cromossomo ser comumente descrito 
como sendo decorrente de erro na divisao 
do centromero, a grande maioria dos isocro- 
mossomos do brago longo do cromossomo X 
e dicentrica e contem quantidades variaveis 
de material de Xp. Assim, esses cromos¬ 
somos sao originados mais provavelmente 
por trocas tipo U envolvendo as cromatides- 
-irmas do brago curto de um cromossomo X. 
Os isocromossomos dicentricos, apesar de 
apresentarem um dos centromeros inativa- 
do, parecem resultar em instabilidade celular 
e nao disjungao cromossomica, uma vez que 
os cariotipos com i(Xq) frequentemente apa- 
recem na forma de mosaico com linhagens 
45,X. Existe uma correlagao direta entre a 
quantidade de Xp presente entre os centro¬ 
meros dos isocromossomos de X dicentricos 
e a porcentagem das linhagens 45,X. 



Outras alteragoes estruturais do X podem 
estar presentes na smdrome de Turner, como 
delegoes do brago longo ou curto do X, peque- 
nos fragmentos centricos e cromossomos em 
anel derivados tanto do cromossomo X quanto 
do Y. Em mais de 25% dos casos, a monosso- 
mia X pode aparecer em mosaico com linha- 
gens 46,XX, 47,XXX ou com cromossomos 
X estruturalmente anormais. A presenga de 
mosaicismo com celulas aneuploides indica 
que erros nas divisoes dos cromossomos de- 
vem ter ocorrido em mitoses apos a formagao 
do zigoto. Por outro lado, os casos de mosai¬ 
cismo contendo cromossomos X estrutural¬ 
mente anormais em geral sao decorrentes de 
erros meioticos seguidos por erros mitoticos 
dependentes da instabilidade do cromossomo 
X alterado. Assim, estima-se que na smdrome 
de Turner o erro pode ter sido meiotico (em 
cerca de 80% dos casos na meiose paterna), 
mitotico, ou em ambas as divisoes. 

45,X/46,XY e variantes 

Alguns pacientes com monossomia X po¬ 
dem apresentar, alem da linhagem 45,X, uma 
linhagem 46,XY. Os cariotipos 45,X/46,XY 
ou, mais raramente, 45,X/47,XYY, ou aqueles 
com uma linhagem celular 45,X e outra com 
um cromossomo Y estruturalmente alterado, 
resultam em disgenesia gonadal mista. Os pa¬ 
cientes apresentam uma gonada vestigial (em 
fita) de um lado e testiculo disgenetico com 
canais seminiferos hipoplasicos do outro. A 
maioria dos pacientes e criada como mulheres, 
apesar de poder haver certo grau de masculi- 
nizagao com clitoris aumentado e proporgoes 
corporais masculinas. Pode haver um fenotipo 
masculino com hipogonadismo, hipospadia, 
micropenis, escroto anormal e infertilidade. 
Em varios casos, ha hernia inguinal. Utero e 
tubas uterinas estao sempre presentes, alem 
de remanescentes dos ductos mesonefricos, 
como vasos deferentes rudimentares, espe- 
cialmente do lado da gonada masculina. Os 
pacientes em geral sao estereis. Cerca de um 
tergo dos pacientes apresenta algumas carac- 
teristicas da sindrome de Turner, como pesco- 
go alado, baixa linha de implantagao do cabelo 
na nuca, torax em barril, nevos pigmentados 
e cubito valgo. A baixa estatura ocorre em al¬ 
guns casos. Ha um risco aumentado (cerca de 
20%) de desenvolvimento de gonadoblastoma 


no testiculo intra-abdominal. Gonadectomia 
do testiculo e recomendada, inclusive porque 
o testiculo intra-abdominal geralmente nao e 
funcional. Alem disso, nos pacientes criados 
como mulheres, ha o risco de, ao atingirem a 
puberdade, sofrerem virilizagao com aumento 
do clitoris, hirsutismo e mudanga de voz. O 
cariotipo 45,X/46,XY em geral surge a partir 
de um zigoto masculino normal com perda 
subsequente do cromossomo Y. Pode haver, 
ainda, o cariotipo 45,X/47,XYY originado por 
nao disjungao cromossomica. 

Cariotipo 46,XX/46,XY 

O cariotipo 46,XX/46,XY em geral e iden- 
tificado na investigagao de genitalia ambigua, 
incluindo casos de hermafroditismo verdadei- 
ro, nos quais ha a presenga de tecido testicu¬ 
lar e ovariano no mesmo individuo, seja como 
estruturas separadas, seja como um ovotestis. 
Esse cariotipo e responsavel por cerca de 20% 
dos casos de hermafroditismo verdadeiro, 
sendo que os demais apresentam cariotipos 
normais, a maioria 46,XX. Um dos mecanis- 
mos de formagao desse cariotipo seria o da fu- 
sao de dois zigotos resultando em quimeras. 

Alteragoes estruturais 
do cromossomo X 

Alem do isocromossomo de Xq, frequen- 
temente envolvido na sindrome de Turner, o 
cromossomo X pode apresentar outras altera¬ 
goes estruturais, como translocagao, delegoes 
e duplicagoes. 

Uma vez que os homens apresentam apenas 
um cromossomo X, as alteragoes estruturais 
do X nos homens resultam em consequencias 
fenotipicas mais graves do que nas mulheres, 
as quais apresentam dois cromossomos X e 
que se beneficiam, ainda, da inativagao pre- 
ferencial do X anormal nos casos de delegao, 
duplicagao e translocagao nao equilibrada. 

Assim, enquanto uma duplicagao parcial 
do X pode nao acarretar alteragao fenotipica 
nas mulheres portadoras, a mesma duplica¬ 
gao nos homens pode causar varios efeitos 
fenotipicos como hipotonia, atraso do desen¬ 
volvimento e microcefalia, em virtude da dis- 
somia funcional dos genes em duplicado no 
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X. Por outro lado, nos homens, as delegoes do 
cromossomo X produzem nulissomia para o 
segmento deletado, resultando em letalidade 
do embriao ou em smdromes de genes conti- 
guos, caso a delegao seja muito pequena (sub- 
microscopica). 

Delegao deXp 

As mulheres com delegao da regiao distal de 
Xp em geral apresentam estigmas de Turner 
suaves e baixa estatura. Podem apresentar ou 
nao amenorreia primaria ou irregularidade 
dos ciclos menstruais. Os homens com delegao 
de Xp demonstram smdromes de genes conti- 
guos, caracterizadas por diferentes combina- 
goes de fenotipos, dependendo da localizagao 
e da extensao do segmento deletado. Entre as 
doengas que podem aparecer, encontram-se a 
ictiose ligada ao X e a sindrome de Kallmann. 
No caso das mulheres com delegao de Xp, 
como normalmente ha inativagao preferencial 
do X anormal, elas em geral nao apresentam 
manifestagoes clinicas, apesar de poder haver 
baixa estatura e algumas caracteristicas da 
sindrome de Turner. Em geral as mulheres 
com delegoes terminais com ponto de quebra 
em Xpn apresentam falha ovariana completa, 
enquanto que aquelas com delegoes terminais 
a partir de Xp2i mostram somente falha ova¬ 
riana prematura. 

Delegao deXq 

As delegoes parciais de Xq em geral resul¬ 
tant em disgenesia gonadal e fenotipos varia- 
veis. Em menos da metade dos casos verifica- 
-se baixa estatura. As mulheres com delegao 
de Xq a partir de Xqi3 tern maior chance de 
ter falha ovariana completa, enquanto que 
aquelas com delegoes mais distais a partir 
de Xq24 podem apresentar um fenotipo fe- 
minino normal com somente falha ovariana 
prematura. As caracteristicas da sindrome de 
Turner sao menos comuns em delegoes de Xq 
do que de Xp. Delegoes de grandes segmentos 
de Xq em homens nao sao compativeis com a 
vida. As delegoes em um dos cromossomos X 
das mulheres em geral nao envolvem a regiao 
Xqi3, onde se localiza o centro de inativagao 
do X. O gene XIST (X inactivation-specific 
transcript) esta localizado nessa regiao, sem a 


qual nao ha a inativagao do X anormal, o que 
resulta em um grave desequilibrio genetico, 
na maioria das vezes inviavel. 

Duplicagao deXp 

Mulheres com duplicagoes de Xp podem 
apresentar fenotipo normal e ser ferteis, uma 
vez que o cromossomo X alterado se inativa 
preferencialmente. Dependendo do segmento 
que esta duplicado, as mulheres podem apre¬ 
sentar amenorreia. A duplicagao do segmento 
Xp2i.2 em cariotipo contendo um cromosso¬ 
mo Y resulta em fenotipo feminino, uma vez 
que a duplicagao do gene NR0B1 ( DAXi ) tern 
atividade antagonista ao gene SRY, impedin- 
do a formagao testicular. 

Duplicagao deXq 

Da mesma forma que ocorre na duplicagao 
de Xp, a maioria das mulheres com duplica¬ 
gao de Xq apresenta fenotipo normal em vir- 
tude da inativagao preferencial do X anormal. 
Muitas vezes, essas mulheres sao identificadas 
apos o nascimento de um filho com alteragoes 
fenotipicas. Os homens com duplicagao de Xq 
em geral apresentam deficiencia mental e ou- 
tras anomalias fenotipicas, pois ha dissomia 
funcional dos genes da regiao em duplicado. 

Inversao do cromossomo X 

Ha casos de mulheres com disfungao ova¬ 
riana com inversao do cromossomo X, prin- 
cipalmente quando a regiao critica Xqi3-26 
esta envolvida na aberragao. Podem haver ca¬ 
sos de inversao em homens ou mulheres com 
deficiencia mental. A prole de individuos com 
inversao pericentrica de X apresenta um risco 
elevado para alteragao nao equilibrada. A fer- 
tilidade no homem e variavel. 

Translocagoes X;autossomo 

As translocagoes reciprocas envolvendo o 
cromossomo X e um autossomo pertencem a 
uma categoria especial de translocagao, uma 
vez que a inativagao do X em geral segue um 
padrao de inativagao nao casual, de forma a 
haver o menor desequilibrio funcional. Em ca- 



sos de translocates X;autossomo equilibra¬ 
das, o cromossomo X normal se inativa pre- 
ferencialmente, evitando que a inativagao se 
propague para um segmento autossomico ou 
que haja dissomia funcional de genes do X que 
deveriam se inativar. Por outro lado, nos casos 
de translocagoes nao equilibradas, da mesma 
forma que ocorre em delegoes, duplicagoes e 
isocromossomos do X, verifica-se inativagao 
predominante do cromossomo X alterado. 

Enquanto a translocagao X;autossomo equi- 
librada em geral resulta em um fenotipo nor¬ 
mal nas mulheres, nos casos de translocagoes 
nao equilibradas pode haver dissomia funcio¬ 
nal de genes do cromossomo X, resultando em 
retardo mental e outros achados fenotipicos. 

A maioria das mulheres portadoras de 
translocagoes X;autossomo equilibradas com 
pontos de quebra acima do centro de inativa¬ 
gao em Xqi3 nao apresenta efeito fenotipico, 
enquanto pontos de quebra entre Xqi3-q26 
resultam quase que invariavelmente em dis- 
genesia gonadal. Raramente as translocagoes 
X;autossomo estao associadas a doengas mo- 
nogenicas, como na distrofia muscular de 
Duchenne, em decorrencia de quebra cromos- 
somica em Xp2i e ruptura do gene da distrofi- 
na, responsavel pela doenga. As mulheres fer- 
teis com translocagao X;autossomo apresen- 
tam um risco elevado de prole com desequi- 
librio cromossomico. Nas translocagoes nao 
equilibradas podem haver deficiencia mental 
e anomalias congenitas multiplas. 

Os homens com translocagao X;autossomo 
em geral possuem fenotipo normal, mas 
frequentemente apresentam azoospermia 
e infertilidade, independente do ponto de 
quebra no X. Uma vez que as translocagoes 
Y;autossomo tambem resultam em infertili¬ 
dade, acredita-se que o fator responsavel pela 
falha na espermatogenese seja o pareamento 
inadequado do X e do Y. 


Genes do cromossomo X 
relevantes para o fenotipo 

Enquanto as mulheres com isocromossomo 
do brago longo do cromossomo X apresentam 
caracteristicas fenotipicas semelhantes aque- 
las com cariotipo 45,X, as mulheres com de¬ 
legoes parciais de Xp e Xq podem apresentar 


fenotipos variaveis, incluindo caracteristicas 
da sindrome de Turner. 

Os estudos de pacientes com sindrome de 
Turner e cromossomos X estruturalmente 
anormais indicam que a monossomia para 
o brago curto do X e responsavel pela baixa 
estatura e pela maioria das anormalidades 
somaticas da sindrome, enquanto que genes 
localizados no brago longo do X seriam res- 
ponsaveis pelo desenvolvimento e pela manu- 
tengao ovariana. 

Delegoes de regioes de Xp mais proximais 
(Xpii.2-p22.i) parecem ser criticas para falha 
ovariana, baixa estatura, palato alto e possi- 
velmente doenga autoimune da tireoide, mas 
nao para linfedema ou coarctagao da aorta. A 
haploinsuficiencia da regiao pericentromerica 
tern sido implicada no pescogo alado. 

Delegoes de genes do Xq parecem estar re- 
lacionadas a disgenesia gonadal, uma vez que 
mulheres com translocagoes X;autossomo com 
pontos de quebra no brago curto ou na regiao 
proximal do brago longo em geral apresentam 
fungao ovariana normal, enquanto aquelas 
com ponto de quebra em Xqi3-q26 (conhecida 
como “regiao critica” para a fungao ovariana) 
quase sempre apresentam disgenesia gonadal. 

Uma vez que nas mulheres 46,XX um dos 
cromossomos X permanece inativo nas celu- 
las somaticas, e que tanto as mulheres 45,X 
quanto as 46,XX apresentam um unico X 
ativo, acredita-se que os genes sujeitos a ina¬ 
tivagao nao devem ser os responsaveis pelas 
manifestagoes das caracteristicas da sindro¬ 
me de Turner. No entanto, esses genes podem 
ter um papel na disgenesia gonadal do ovario, 
pois ambos os cromossomos X estao ativos 
nos oocitos. 

Assim, tern sido sugerido que genes pre- 
sentes no X inativo que escapem a inativagao 
e tambem genes presentes no Y (uma vez que 
individuos 46,XY nao apresentam a sindrome 
de Turner) parecem ser os melhores candida¬ 
tes para o fenotipo da sindrome. Apesar de a 
estatura ser uma caracteristica multifatorial, 
o gene SHOX , mapeado na regiao PARi de Xp 
e Yp, e o principal candidate para a contribui- 
gao para a baixa estatura e as anormalidades 
osseas observadas na sindrome de Turner. 

Interessante e o fato de o desenvolvimento 
das gonadas ser normal nos primeiros meses 
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de desenvolvimento intrauterino nos casos de 
monossomia X. Apos a formagao dos foliculos 
primordiais, a partir do quarto mes de ges- 
tagao, inicia-se uma fase de degeneragao dos 
oocitos fetais, os quais desaparecem em uma 
taxa bem acelerada, de forma que, em geral, 
estao completamente ausentes ate a idade de 
dois anos, sendo o tecido substituido por um 
estroma fibroso. 

Pode haver pacientes com a smdrome de 
Turner e com cromossomos X em anel pe- 
quenos ou com cromossomos pequenos deri- 
vados do X em substituigao a um X normal. 
Nesses casos, frequentemente se verifica um 
fenotipo da smdrome de Turner mais grave 
com deficiencia mental e malformagoes con- 
genitas, uma vez que esses cromossomos X 
alterados pequenos sao desprovidos do cen- 
tro de inativagao do X, localizado em Xqi3. 
O fenotipo mais grave nessas pacientes pode 
ser atribuido a dissomia funcional de genes 
do X, os quais normalmente estariam com so- 
mente uma copia ativa nas mulheres normais, 
mas que nao se inativariam no X anormal. 
Pode haver ainda mulheres com smdrome de 
Turner com cromossomos em anel ou mar- 
cadores derivados do Y, as quais apresentam 
um risco aumentado de desenvolvimento de 
gonadoblastoma. 


com o desenvolvimento sexual e gonadal nor¬ 
mal, sendo consideradas mais como variantes 
cromossomicas do que aberragoes. Os pacien¬ 
tes com cariotipo 46,XYq-, identificados em 
decorrencia de anormalidades da genitalia ou 
de infertilidade, podem apresentar cromos¬ 
somos Y com delegoes maiores, envolvendo a 
porgao eucromatica de Yp, ou ainda apresen¬ 
tar esse cromossomo Y anormal sendo deriva- 
do de um X e/ou Y ou apresentando pequenos 
segmentos de autossomos translocados para 
ele. Esse cariotipo pode resultar em fenotipos 
variaveis desde homens normais com oligos¬ 
permia, azoospermia, hipospadia e genitalia 
ambigua, entre outras alteragoes. 

Verifica-se que delegoes de partes do bra- 
go longo do Y sao responsaveis por falha na 
espermatogenese em cerca de 25% dos ho¬ 
mens inferteis, sendo que a maioria das mi- 
crodelegoes e detectada somente por tecnicas 
moleculares. Tres regioes localizadas em Yqn, 
denominadas AZFa, AZFb e AZFc, frequente¬ 
mente estao envolvidas em microdelegoes de 
Yq e, por conterem uma alta densidade de ge¬ 
nes responsaveis pelo comprometimento da 
espermatogenese, resultam em azoospermia. 

Anel do cromossomo Y 


Alteragoes do Y 

As alteragoes estruturais do cromossomo Y 
podem envolver seu brago curto, incluindo ou 
nao o gene SR Y ou, ainda, seu brago longo. 

Delegao de Yp 

Delegoes de Yp com per da do gene SRY 
resultam em um fenotipo feminino com go- 
nadas em fita, podendo apresentar algumas 
caracteristicas da smdrome de Turner, espe- 
cialmente linfedema, mas nao baixa estatura. 
Os homens com delegao de Yp sao azoosper- 
micos e podem ou nao apresentar estigmas da 
smdrome de Turner. 

Delegao de Yq 

Delegoes do brago longo do Y envolvendo a 
porgao heterocromatica de Yq sao compativeis 


Em geral, nos aneis do cromossomo Y a 
regiao heterocromatica distal de Yq esta de- 
letada. Esses cromossomos frequentemente 
estao em constituigoes cromossomicas com 
linhagens 45,X. Nos casos com mosaicismo, 
o fenotipo varia desde smdrome de Turner 
com gonadas em fita ate ambiguidade genital, 
genitalia externa masculina com azoospermia 
ou hipogonadismo. Os poucos casos de anel 
de Y nao mosaico apresentam fenotipo mas- 
culino e podem apresentar azoospermia, crip- 
torquidia, penis pequeno, hipospadia e baixa 
estatura. 

Isocromossomo do Y 

O isocromossomo e a aberragao estrutural 
mais frequente do cromossomo Y. A maioria 
dos isocromossomos de Yp ou Yq e dicentri- 
ca e esta em mosaico, em geral com linhagens 
45,X. Assim, o fenotipo resultante depende 
dos pontos de quebra e da porcentagem de li¬ 
nhagens 45,X. O espectro clinico pode variar 



desde fenotipo masculino normal, com ou 
sem infertilidade, a fenotipo feminino com ou 
sem estigmas de Turner. Pode estar associado 
com genitalia feminina, ambigua ou mascu- 
lina. Nos individuos com fenotipo masculino 
frequentemente ha hipospadia e azoospermia. 
Pode haver fenotipo feminino com caracteris- 
ticas da sindrome de Turner. Os isocromosso- 
mos de Yp em geral resultam em genitalia am¬ 
bigua e caracteristicas da sindrome de Turner 
com estatura normal, mas podem estar pre- 
sentes em individuos fenotipicamente mas- 
culinos. Nos isocromossomos de Yq, o feno¬ 
tipo e variavel, sendo que a maioria apresenta 
fenotipo feminino com disgenesia gonadal, 
uma vez que ha a perda do gene SRY. Alguns 
pacientes podem apresentar caracteristicas da 
sindrome de Turner, baixa estatura e diferen- 
tes graus de ambiguidade genital, dependen- 
do da linhagem 45,X. 

Translocates com o 
cromossomo Y 

O cromossomo Y pode estar envolvido 
em translocagao tanto com o cromossomo X 
quanto com autossomos. 

A maioria das translocates do Y com o 
cromossomo X apresenta o segmento Yqn- 
-qter translocado para Xp22 e resulta em bai¬ 
xa estatura. Esse derivado do cromossomo X 
na presenga de um cromossomo X normal re¬ 
sulta em mulheres fenotipicamente normais, 
enquanto que na presenga de um cromossomo 
Y podem haver alteragoes decorrentes da nu- 
lissomia de genes de Xp distal. Podem haver, 
ainda, translocagoes de diferentes segmentos 
do Y, contendo ou nao os centromeros tanto 
para o brago curto como para o brago longo 
do X, resultando algumas vezes em cromosso- 


mos dicentricos derivados do X. Os casos de 
translocagoes da regiao distal de Yp contendo 
o gene SRY para um cromossomo X podem re- 
sultar em individuos com cariotipo aparente- 
mente 46,XX com sexo fenotipico masculino, 
hipogonadismo e azoospermia. Em geral, nes¬ 
ses casos a translocagao e submicroscopica, 
sendo identificada somente por tecnicas mole- 
culares. Ha poucos casos de derivados do cro¬ 
mossomo Y de translocagoes X;Y, todos com 
translocagao da porgao Xp22 ou Xq28 para 
Yqn e resultando em homens com estatura 
normal, hipogonadismo, deficiencia mental e 
varias caracteristicas dismorficas. 

O fenotipo dos casos de derivados do X da 
translocagao X;autossomo depende basica- 
mente de qual e o segundo cromossomo sexu¬ 
al (X ou Y) e do segmento de Y translocado 
para o X. A maioria das translocagoes entre 
cromossomo Y e autossomos envolve a regiao 
heterocromatica do brago longo do Y para os 
bragos curtos dos autossomos acrocentricos. 
Essas translocagoes em geral sao familiais e 
nao levam a efeito fenotipico nem alteragao 
da fertilidade. Outros autossomos tambem 
podem estar envolvidos em translocagoes re- 
ciprocas, a maioria associada a um fenotipo 
masculino com azoospermia, oligospermia ou 
infertilidade, e eventualmente com deficiencia 
mental e/ou anormalidades congenitas. Os in¬ 
dividuos com fenotipo feminino apresentam 
disgenesia gonadal com gonada em fita. Pode 
haver homens 45,X com translocagao de pe- 
quenos segmentos de Yp para um autossomo, 
o que pode resultar em infertilidade. As trans¬ 
locagoes Y; autossomo podem resultar em um 
desequilibrio de um segmento de autossomo, 
alem do desequilibrio de segmentos do Y, po- 
dendo levar a anormalidades extragenitais. Os 
homens com translocagao Y; autossomo equi- 
librada em geral sao inferteis. 
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Capitulo 10 

Louise Lapagesse de Camargo Pinto 
Sharbel Weidner Maluf 


Mecanismo de inativagao 
do cromossomo X e 
altera^oes cromossomicas 


Introdu^ao 

A inativagao do cromossomo Xeo proces- 
so que permite a equalizagao da dosagem ge- 
nica entre os sexos atraves da expressao de so- 
mente um dos cromossomos X, para a maioria 
dos genes. Os homens possuem apenas um 
cromossomo X (46,XY) e, dessa maneira, sao 
considerados hemizigotos para os genes loca- 
lizados nesse cromossomo. Por outro lado, as 
mulheres (46,XX) podem ser heterozigotas 
para os genes presentes no cromossomo X. 

Este processo de inativagao do cromosso¬ 
mo X ocorre em etapas precoces do desenvol- 
vimento embrionario de varias especies. Em 
camundongos, a inativagao do cromossomo X 
ocorre no final do estagio de blastocisto (cerca 
de quatro a cinco dias apos a fertilizagao). 1 Em 
humanos, a inativagao pode ser observada du¬ 
rante a gastrulagao (ao redor da segunda se- 
mana apos a fertilizagao), quando o embriao 
e composto de uma massa de celulas que dara 
origem aos tres folhetos embrionarios. 2 " 4 

O cromossomo X inativo nos maimferos, 
devido a conformagao que adquire nas celu¬ 
las somaticas durante a interfase, e chamado 
de corpusculo de Barr ou cromatina sexual. 
Lyon 5 propos a hipotese da inativagao do cro¬ 
mossomo X para explicar resultados inespera- 
dos de mutagoes que afetavam a coloragao da 
pelagem de femeas de camundongos. A partir 
da observagao de que algumas femeas apre- 
sentavam, na pelagem, um padrao de cores 
em mosaico, foi sugerido que: 


• enquanto um dos cromossomos X expres- 
sava seus genes, em cada celula, o outro 
teria sido precocemente inativado durante 
a embriogenese; 

• a escolha de qual cromossomo X, paterno 
ou materno, seria inativado era realizada 
aleatoriamente; 

• uma vez tendo ocorrido a inativagao, todas 
as celulas-filhas receberiam o mesmo cro¬ 
mossomo X inativado. 

Resumindo os postulados de Lyon, 5 em 
1961: a cromatina sexual poderia ser herdada 
de modo paterno ou materno, em diferentes 
celulas do mesmo animal, e geneticamente 
inativada em estagios precoces do desenvolvi- 
mento embrionario. 


Evolu^ao 

A inativagao do cromossomo X e randomica 
em mamiferos euterios, mas em marsupiais, 
por exemplo, o cromossomo X paterno e sem- 
pre o inativado. 6 A complexidade do mecanis¬ 
mo de inativagao do cromossomo X em hu¬ 
manos esta relacionada ao processo evolutivo, 
ainda que em outras especies, algumas evolu- 
tivamente distantes do homem, tambem exista 
um mecanismo semelhante para a equalizagao 
da dosagem genica, como em Drosophila me- 
lanogaster, Mus musculus e Caenorhabditis 
elegans. No caso da Drosophila , a expressao 
dos genes presentes no cromossomo X dos 
machos e duas vezes maior quando compara- 
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da a das femeas, enquanto que no C. elegans 
as femeas tem uma expressao reduzida em re- 
lagao a dos machos. 7 

As diferengas sexuais nos eucariotos supe- 
riores tiveram origem em sucessivas mudan- 
gas geneticas, como alteragoes cromossomicas 
acumuladas ao longo do processo evolutivo. 
Os cromossomos sexuais teriam evoluido de 
uma regiao homomorfica, de um par de cro¬ 
mossomos, que progressivamente se tornou 
heteromorfica. 8 Uma das evidencias para essa 
afirmativa reside no fato de que o cromosso- 
mo Y possui um menor numero de genes (cer- 
ca de 100), enquanto o cromossomo X possui 
um pouco mais de 1.000 genes. 

Mosaicismo 

A inativagao do cromossomo X origina 
duas populagoes de celulas, cada uma com 
um cromossomo X ativo, de origem parental 
diferente, de modo que as heterozigotas ex- 
pressem genes ligados ao cromossomo X em 
um padrao de mosaico. Dessa forma, algu- 
mas celulas expressam os alelos do cromos¬ 
somo X do pai, enquanto outras expressam 
os alelos herdados da mae. Esse mosaicismo 
pode ser observado em diferentes celulas e 
tecidos femininos, sendo importante para a 
diversidade fisiologica entre ambos os sexos. 
Adicionalmente, o mosaicismo contribui para 
uma maior vulnerabilidade biologica nos ho- 
mens, em relagao as doengas ligadas ao cro¬ 
mossomo X. Em algumas dessas doengas, 
como, por exemplo, na doenga de Fabry, as 
heterozigotas podem apresentar quadros cli- 
nicos bem diversos, dependendo do padrao da 
inativagao do cromossomo X. 

Mecanismo de inativagao 
do cromossomo X 

Os passos para a inativagao do cromos¬ 
somo X podem ser divididos em: contagem, 
escolha, iniciagao, estabelecimento e manu- 
tengao. Todos esses passos sao controlados 
geneticamente e de maneiras distintas. 9 ’ 10 O 
principal local de controle da inativagao do 
cromossomo X e conhecido como XlC/Xic 
(centro da inativagao do cromossomo X), es- 
tando localizado em Xqi3.2 em humanos e na 


regiao D em camundongos. O Xic possui pelo 
menos quatro genes que participam desse 
processo: Xist, Brx, Tsix e Cdx 4 . A escolha de 
qual cromossomo X sera inativado usualmen- 
te e randomica em embrioes de maimferos e 
parece estar sob um complexo mecanismo re- 
gulador de varios genes. 11 

O mecanismo de inativagao do cromosso¬ 
mo X e iniciado a partir do Xic , se dispersan- 
do de modo bidirecional ao longo do cromos¬ 
somo X. 12 As principals fungoes de XIC/Xic 
incluem a determinagao de quais e quantos 
cromossomos X serao inativados. De modo 
significativo, Xic nao e somente o local de 
controle da inativagao do cromossomo X, mas 
tem o importante papel de proteger o futuro 
cromossomo X ativo de ser silenciado; talvez 
por isso, o mecanismo de inativagao somente 
inicie com a presenga dos dois “Xics”. 9 

Alem do mecanismo da inativagao, existe a 
compensagao da dosagem genica entre os cro¬ 
mossomos X. Esse segundo mecanismo e me- 
diado por um complexo proteico que inclui um 
transcrito de RNA nao codificante chamado de 
Xist (fator especifico de transcrigao do cromos¬ 
somo X inativo). Em estagios muito precoces do 
desenvolvimento embrionario, os dois cromos¬ 
somos X estao ativos, e Xist pode ser identifi- 
cado em ambos. 13 Com o silenciamento de um 
dos cromossomos X, Xist e transcrito somente 
no cromossomo X inativo. O controle de Xist e 
realizado por outro gene, o Tsix (fator especifi¬ 
co de transcrigao antissenso do cromossomo X 
inativo), que e transcrito de modo antissenso a 
ele. 14 Adicionalmente, outros elementos pare- 
cem ser fundamentais, como o locus DxPas 34 , 
que atua conjuntamente com o Tsix , partici- 
pando do controle da regulagao da inativagao e 
provavelmente do mecanismo de imprinting e 
da escolha do cromossomo X. 3 

As duas regras basicas da inativagao do 
cromossomo X sao: 

• existe um unico cromossomo X ativo nas 
celulas diploides em ambos os sexos, inde- 
pendente do numero de cromossomos X 
de cada celula; 

• independente da origem parental, um dos 
cromossomos X sera inativado. 

O maior dogma da inativagao em humanos 
reside no fato de que a contagem dos cromos- 



somos Xeo primeiro passo, sendo essential 
para o mecanismo de compensagao da dosa- 
gem genica. 345 ’ 16 Migeon 4 sugere que a pre- 
senga de um unico cromossomo X ativo e de- 
corrente do fato de que existe um repressor de 
Xist presente nos autossomos. Isso e corrobo- 
rado pela observagao de que a delegao do gene 
Xist nao interfere na escolha do cromossomo 
X ativo, da mesma forma que mutagoes nesse 
gene nao influenciam na selegao do cromosso¬ 
mo X ativo, mas sim no processo de inativagao 
em si. 

Embora a inativagao seja reconhecidamen- 
te um processo irreversivel, a reativagao do 
cromossomo X pode ser encontrada de forma 
programada nos oocitos durante a sua matu- 
ragao, sendo estas as unicas celulas que pos- 
suem esse mecanismo de forma natural. No 
entanto, em tumores ou em idade avangada, 
pode ocorrer a reativagao de genes ligados ao 
cromossomo X, 17 sugerindo que esta reativa¬ 
gao esteja envolvida com a perda das “marcas 
epigeneticas”. 6 


Regioes pseudoautossomicas 

Existem regioes localizadas nos cromos- 
somos X e Y que realizam troca de material 
genetico (crossing-over), conhecidas como 
regioes pseudoautossomicas. As duas regioes 
pseudoautossomicas sao a PARi (presente 
no brago curto dos cromossomos X e Y) e a 
PAR2 (localizada no brago longo de ambos os 
cromossomos X e Y). Os genes da regiao PARi 
estao expressos em ambos os cromossomos 
X; entretanto, a regiao PAR2, diferentemente 
de PARi, nao participa da meiose e nem todos 
os seus genes sao expressos em ambos os cro¬ 
mossomos sexuais. 4 


Genes que escapam 
da inativagao 

Segundo Talebizadeh e colaboradores, 18 
cerca de 25% dos genes ligados ao cromosso¬ 
mo X podem escapar da inativagao, estando 
a maioria deles localizada no brago curto do 
cromossomo X. Carrel e Willard 19 apoiam 
a ideia de que 15% dos genes ligados ao cro¬ 
mossomo X escapam da inativagao em algum 
grau. Adicionalmente, 10% dos genes ligados 


ao cromossomo X tern um padrao de inativa¬ 
gao variavel, apresentando graus de expressao 
genica diversos no cromossomo X inativo. Os 
autores acreditam que esses genes que esca¬ 
pam ou que sao expressos a partir do cromos¬ 
somo X inativo possivelmente sejam contri- 
buidores para as dismorfias sexuais, para as 
diferengas fenotipicas entre as mulheres he- 
terozigotas nas condigoes ligadas ao cromos¬ 
somo X, e para as anormalidades clinicas nos 
pacientes portadores de alteragoes cromosso- 
micas do X. 18 


Identifica^ao do padrao de 
inativagao do cromossomo X 

As mulheres sao heterozigotas para os ge¬ 
nes presentes no cromossomo X e possuem 
polimorfismos que estao amplamente disper¬ 
ses de maneira distinta em cada cromossomo 
X. A determinagao do padrao de inativagao 
do cromossomo X em heterozigotas para do- 
engas ligadas ao cromossomo X e importante 
para um melhor entendimento da patogene- 
se de uma determinada doenga, bem como 
para a realizagao de aconselhamento geneti¬ 
co. Varios metodos de avaliagao do padrao de 
inativagao do cromossomo X estao descritos 
na literatura. 

As tecnicas mais utilizadas atualmente sao 
as que realizam a pesquisa de polimorfismos 
no gene do receptor de androgeno humano 
( HUMARA ). 2 °~ 23 Esse gene esta localizado em 
Xqi2, sendo altamente polimorfico, contendo 
de 11 a 31 repetigoes CAG no primeiro exon. 
Cerca de 90% das mulheres na populagao em 
geral sao heterozigotas para esses polimorfis¬ 
mos. A investigagao do padrao de inativagao 
do cromossomo X somente e possivel nas mu¬ 
lheres que apresentam dois alelos diferentes 
(heterozigotas), atraves da digestao do DNA 
utilizando uma enzima de restrigao metilagao- 
-sensivel como, por exemplo, a Hpa II. Essa 
enzima nao ira digerir os alelos metilados e, 
portanto, inativos. Em uma segunda etapa, 
e realizada a amplificagao da regiao por PCR 
(reagao em cadeia de polimerase); apos a ele- 
troforese, os picos resultantes determinant a 
taxa de desvio. A taxa de intensidade do sinal 
e diretamente relacionada a quantidade de 
produto de PCR produzido. Se a inativagao for 
randomica, a paciente apresentara o mesmo 
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numero de alelos paternos e maternos meti- 
lados, 20 nao apresentando desvio do padrao 
de inativagao do cromossomo X. A principal 
limitagao dessa tecnica parece residir no fato 
de que a enzima pode nao ser tao sensivel e 
os alelos inativos nem sempre estao suficien- 
temente metilados em todas as celulas para 
resistirem a digestao, 24 levando a uma subes- 
timativa do grau verdadeiro do desvio da ina¬ 
tivagao. 25 

O padrao de inativagao do cromossomo 
X segue a distribuigao da Curva de Gauss na 
populagao das mulheres normais. 26 ’ 27 No en- 
tanto, esse padrao pode variar entre os indivi- 
duos e tambem no mesmo individuo, podendo 
apresentar diferengas nos tecidos e nas celu¬ 
las. 28 > 2 9 

E esperada a proporgao de 50:50 de ce¬ 
lulas que contenham o cromossomo X 
paterno:materno nas mulheres que apresen- 
tam a inativagao. 30 ’ 31 Embora nao se tenha um 
consenso do valor do desvio da inativagao do 
cromossomo X considerado como anormal, 
na maioria dos estudos se situa entre >80:20 
ou <80:20 24 

Ha uma limitagao na interpretagao dos re- 
sultados da maioria das tecnicas de identifi- 
cagao da inativagao do cromossomo X. Isso se 
deve ao fato de as celulas sanguineas serem as 
mais estudadas, por serem de facil acesso, mas 
apresentarem um alto grau de reposigao, o que 
confere uma possibilidade maior de selegao 
celular e, dessa forma, o grau de desvio pode 
estar sendo subestimado. O ideal seria realizar 
estudos de expressao genica ou de RNA 4 


As alteragoes cromossomicas 
sob o ponto de vista da 
inativagao do cromossomo X 

Serao discutidos apenas os aspectos liga- 
dos a inativagao do cromossomo X, ja que as 
alteragoes ja foram detalhadas no Capitulo 9. 

Alteragoes numericas 
Klinefelter (47XXY) 

Os pacientes portadores da sindrome de 
Klinefelter apresentam fenotipo masculino, 


com as seguintes caracteristicas: hipogona- 
dismo hipergonadotrofico, infertilidade, testi- 
culos pequenos, oligospermia e ginecomastia, 
aumento da estatura e alteragoes variaveis do 
comportamento. Nesses pacientes, a inativa¬ 
gao do cromossomo X ocorre de modo a res- 
peitar a principal regra da inativagao. Dessa 
maneira, os pacientes apresentam somente 
um cromossomo X ativo. E provavel que os 
genes da regiao pseudoautossomica e outros 
genes que sao transcritos no cromossomo X 
inativo tambem sejam responsaveis por al- 
gumas das anormalidades somaticas nos pa¬ 
cientes com essa sindrome. A superexpressao 
do gene SHOX (short stature homeobox), por 
exemplo, pode ser responsavel pelo aumento 
da estatura nesses pacientes. 4 

Triplo X (47^XXX) 

Embora nao exista um fenotipo tipico, al- 
gumas caracteristicas podem ser observadas: 
estatura acima da media, atraso da linguagem 
e alteragoes do esmalte dentario. O aumento 
da estatura se deve a superexpressao do gene 
SHOX, e as alteragoes do esmalte dentario sao 
devidas ao gene AMELX (amelogenesis im¬ 
perfecta 1, X-linked). Em relagao a inativagao 
do cromossomo X, somente um cromossomo 
e ativo, enquanto os outros dois se mantem 
inativados como em qualquer conjunto diploi- 
de celular. 

Sindrome de Thrner (45,X) 

A sindrome de Turner e caracterizada 
principalmente por baixa estatura, cardiopa- 
tia, amenorreia, cabelos em tridente e pescogo 
alado. Na sindrome de Turner, as alteragoes 
somaticas tambem sao decorrentes da supe¬ 
rexpressao ou subexpressao dos genes homo¬ 
logos que sao transcritos dos cromossomos X 
inativos e do Y. Como exemplo, podemos citar 
os genes da PARi, que codificam proteinas 
envolvidas em muitos processos, incluindo a 
formagao dentaria e a estatura. 

Poliploides 

Os embrioes triploides podem apresentar 
mais de um cromossomo X ativo. Na tetra- 
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ploidia, os embrioes tern 92 cromossomos 
(92,XXXX ou 92,XXYY) e, assim como os tri- 
ploides, podem apresentar dois cromossomos 
X ativos. 32 

Como podemos observar, as regras da ina¬ 
tivagao do cromossomo X sao diferentes nas 
celulas diploides e nas poliploides, embora o 
processo seja basicamente o mesmo. Existem 
duas explicates provaveis: 

• se os embrioes tetraploides sao formados 
na mitose, apos a inativagao do cromosso¬ 
mo X eles apresentam dois cromossomos 
X ativos devido a duplicagao em cada con- 
junto diploide ou, 

• dois X permanecem ativos devido a quan- 
tidade adicional de produtos genicos pre¬ 
sente, decorrente do conjunto extra de au- 
tossomos. 4 

7 Hssomias autossomicas 

Existe um tipo especifico de mosaicismo 
que esta confinado a placenta, podendo ter 
origem meiotica de um feto originalmente 
trissomico, que perde precocemente um cro¬ 
mossomo extra durante o desenvolvimento 
embrionario. Como consequencia, ocorre a 
formagao de uma placenta com mosaicismo 
cromossomico e/ou um feto com alteragoes 
cromossomicas. 33 ’ 34 Outra origem possivel 
desse mosaicismo e atraves da duplicagao 
de um cromossomo da linhagem placentaria 
de um feto diploide normal. O mosaicismo 
confinado a placenta e detectado em aproxi- 
madamente 2% das gestagoes entre 10 e 12 
semanas, sendo mais frequente em associagao 
com fetos trissomicos, como, por exemplo, 
na trissomia do cromossomo 21. Um feto di¬ 
ploide oriundo do “resgate trissomico” pode 
apresentar desvio da inativagao do cromos¬ 
somo X. 33 Mesmo que exista recuperagao da 
dissomia apos a inativagao do cromossomo X, 
todas as celulas derivadas terao o mesmo cro¬ 
mossomo X ativo. 

Beever e colaboradores 35 sugerem associa¬ 
gao especifica do desvio da inativagao do cro¬ 
mossomo X com gestagoes trissomicas. Entre 
as consequencias do mosaicismo confinado a 
placenta nessas gestagoes estao: abortamento 
espontaneo, retardo de crescimento intraute- 
rino e aumento da morbidade perinatal. 36 


Alteragoes estruturais 
do cromossomo X 

Anel do cromossomo X 

A maioria dos pacientes que apresen¬ 
tam anel do cromossomo X possui fenotipos 
mais brandos porque usualmente a anor- 
malidade ocorre no cromossomo X inativo. 
Adicionalmente, esses pacientes podem apre¬ 
sentar celulas normais, conferindo um padrao 
em mosaico. Quando ocorre uma duplicagao 
ou delegao de segmentos do cromossomo X, 
como, por exemplo, na presenga do cromos¬ 
somo X em anel, o cromossomo X anormal 
sempre sera o inativado. 37 ’ 38 

Nos casos que apresentam o quadro clinico 
mais grave, a etiologia parece ser decorrente 
da falencia na compensagao de dose, podendo 
nao ocorrer a inativagao de genes presentes 
no cromossomo X em anel. 5 Como consequ¬ 
encia, esses genes serao funcionalmente dis- 
somicos e ambas as copias serao transcritas. 39 
Dependendo do tamanho do anel do cromos¬ 
somo X, pode ocorrer a perda do gene XIST, o 
que parece estar correlacionado com o fenoti- 
po. 39 ’ 4 ° Um fenotipo associado a presenga do 
cromossomo X em anel de tamanho menor 
ja foi descrito, incluindo comprometimento 
mental e baixa estatura. 38 

Segundo Migeon e colaboradores, 41 um fe¬ 
notipo grave associado a presenga do anel do 
cromossomo X poderia ser explicado pelo fato 
de que: 

• esse cromossomo X nao foi inativado; 

• existe uma mutagao que afeta a inativagao 
do cromossomo X, e 

• o fenotipo e devido a dissomia funcional, 
resultado da ausencia de compensagao de 
dose dos genes presentes no anel do cro¬ 
mossomo X. 

Entretanto, Turner e colaboradores 39 des- 
creveram pacientes sem o fenotipo grave na 
presenga do anel do cromossomo X e sugeri- 
ram as seguintes possibilidades: 

• sequencias que, quando funcionalmente 
dissomicas, sao responsaveis pelo fenoti¬ 
po mais grave e podem nao estar presentes 
no cromossomo X em anel; 
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• a distribuigao dos cromossomos X em anel 
pode apresentar diferengas entre os teci- 
dos e sua correlagao com a clinica, ou 

• o cromossomo em anel do cromossomo X 
inativo foi formado apos o estabelecimen- 
to da inativagao. 

Alem do tamanho do anel do cromossomo 
X, outros fatores que parecem influenciar no 
fenotipo entre os seus portadores sao origem 
parental do cromossomo X em anel e mosai- 
cismo. 38 

Delegao parcial do cromossomo X 

Estudos de replicagao tardia dos cromos¬ 
somos indicam que, quando se tern perda de 
grandes blocos de genes, estes localizam-se no 
cromossomo X inativo, pois, se a inativagao 
ocorresse no cromossomo X normal, tais ge¬ 
nes nao teriam nenhuma copia ativa, inviabi- 
lizando a sobrevivencia desta celula. 4 

Translocates do cromossomo 
X com autossomos 

Uma mulher que apresente uma transloca¬ 
gao balanceada entre o cromossomo X e um 
autossomo pode: 

• ser normalmente fertil; 

• apresentar disgenesia gonadal; 


• apresentar multiplas anomalias congeni- 
tas e retardo mental, mais frequentemente 
sem disfungao gonadal, ou 

• ser afetada por uma doenga ligada ao cro¬ 
mossomo X. 

Nas translocagoes balanceadas, o cromos¬ 
somo X normal esta preferencialmente ina- 
tivado, pois, se as celulas inativassem o cro¬ 
mossomo derivado da translocagao, os genes 
autossomicos tambem seriam inativados e 
a celula nao sobreviveria. 42 Esse padrao nao 
randomico de inativagao do cromossomo X 
e decorrente da selegao da populagao celular 
inicial entre as celulas com a translocagao e as 
celulas normais. Tambem se acredita na exis- 
tencia de uma selegao contra o cromossomo 
derivado da translocagao, decorrente princi- 
palmente da dissomia funcional do cromos¬ 
somo X e dependente da posigao da quebra 
cromossomica e do tamanho da regiao nao 
inativada. 43 

As heterozigotas portadoras de transloca¬ 
goes entre o cromossomo X e um autossomo 
poderao apresentar sintomas quando: 

• uma translocagao nao balanceada alterar 
os genes ligados ao cromossomo X; 

• a perda do mosaicismo nas mulheres mas- 
carar uma mutagao no cromossomo X 
translocado, ou 

• delegoes no cromossomo X eliminarem o 
mosaicismo. 4 
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Capitulo 11 


Fabiana Michelsen de Andrade 


Imprinting e 
dissomia uniparental 


Introdu^ao 

A assimetria funcional de genomas de ma- 
miferos foi demonstrada pela primeira vez na 
decada de 1980, por experimentos de trans- 
plantes nucleares e testes de complementagao 
genetica. 1 " 3 Por meio destes experimentos, foi 
determinado que, em organismos diploides, 
apesar da extensa homologia genetica ao lon- 
go dos pares de cromossomos, em muitos ca- 
sos o genoma paterno nao possui exatamente 
a mesma fungao do genoma materno e, por- 
tanto, nestes casos nao sao necessarias duas 
copias, mas somente uma copia ativa para que 
o fenotipo seja normal. Assim, estas regioes 
genomicas de organismos normais, portado- 
res de um cromossomo de cada genitor, nao 
possuem dois alelos ativos - ao contrario, um 
dos alelos esta silenciado por um fenomeno 
molecular denominado imprinting genomico. 
Dependendo da regiao em questao, o padrao 
normal de imprinting e o silenciamento do 
alelo materno, enquanto, em outras regioes, 
ocorre o silenciamento do alelo paterno. Desta 
maneira, qualquer evento que modifique este 
padrao de marcagao podera alterar o fenoti¬ 
po do organismo. Um dos eventos relaciona- 
dos com a modificagao do padrao correto de 
expressao genica destes loci e o fenomeno 
denominado dissomia uniparental (UPD, de 
uniparental dissomyX definida como a he- 
ranga de ambos os homologos de um par de 
cromossomos a partir de somente um genitor. 
Apesar de se tratarem de fenomenos comple- 
tamente independentes, a existencia de UPD 
para um par de cromossomos que possua al- 
guma regiao com imprinting diferencial de 
acordo com a origem do cromossomo pro- 


vocara a existencia de dois cromossomos do 
mesmo genitor, alterando o padrao de expres¬ 
sao normal. Assim, o fenomeno de dissomia 
proporcionou a descoberta de varias regioes 
de imprinting genomico, mas e importante 
lembrar que nao existe nenhum problema 
com o padrao normal de imprinting nos ca¬ 
sos de dissomia, as consequencias clinicas sao 
devidas ao erro na origem do cromossomo, 
e nao devido a um erro de imprinting na re¬ 
giao homologa. Alem disso, a UPD por si so 
nao causa um fenotipo alterado em todos os 
portadores, uma vez que alguns cromossomos 
nao possuem regioes com padroes de imprin¬ 
ting diferenciais, o que nao provoca nenhuma 
diferenga fenotipica ocasionada pela presenga 
de dois cromossomos do mesmo genitor, em 
comparagao ao par normal. Assim, neste capi¬ 
tulo, estes fenomenos serao inicialmente con- 
ceituados de maneira independente e, poste- 
riormente, sera discutida a relagao existente 
entre eles, com enfase nos principals efeitos 
clinicos conhecidos ate o momenta. 


Imprinting genomico 

O termo imprinting genomico esta relacio- 
nado a ocorrencia de modificagoes epigeneti- 
cas que resultam em conformagoes de croma- 
tina especificas para o alelo “imprintado” que, 
embora nao modifiquem a sequencia de bases 
do genoma, controlam a expressao genica. Em 
1942, Waddington 4 definiu pela primeira vez 
o termo epigenetica: a ideia de que cada feno¬ 
tipo nasce do genotipo por uma modificagao 
programada. Atualmente, a moderna defini- 
gao de epigenetica seria a de “informagao her- 
davel durante a divisao celular, que nao seja 
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propriamente a sequencia de bases de DNA”. 
No entanto, tem se tornado cada vez mais cla- 
ro que existe uma grande sobreposigao entre 
estas duas definigoes, uma vez que processos 
do desenvolvimento sao regulados por epige¬ 
netica, pois diferentes tipos celulares se man- 
tem diferenciados ao longo de ciclos de divisao 
celular, mesmo que suas sequencias de DNA 
sejam identicas. Varios defeitos no epigeno- 
ma sao conhecidos como causas de doengas, 
incluindo mudangas na densidade localizada 
ou global de metilagao de DNA e modificagoes 
incorretas de histonas. 5 

O termo epigenetica se refere a modifica¬ 
goes da cromatina que, embora nao afetem 
a sequencia do DNA, resultam na regulagao 
da expressao genica. Estas modificagoes sao 
estavelmente herdadas pela mitose e, em al- 
guns casos, pela meiose, sendo cruciais para 
o desenvolvimento, pois permitem a diferen- 
ciagao de tipos celulares. 6 Alem do imprinting 
de algumas regioes do genoma, modificagoes 
epigeneticas tambem sao responsaveis pela 
inativagao do cromossomo X. Mudangas epi¬ 
geneticas tambem ocorrem em processos pa- 
tologicos envolvidos no cancer e em outras 
doengas. 7 A marca epigenetica mais estudada 
e a metilagao de DNA em residuos de citosina 
de dinucleotideos CpG, dentro de promotores, 
transposons e regioes “imprintadas”. 8 Alem 
disso, nestas regioes tambem ocorrem modi¬ 
ficagoes em histonas, como metilagoes e aceti- 
lagoes, e estas modificagoes regulam em con- 
junto a conformagao da cromatina, regulando 
assim a atividade transcricional ou o silencia- 
mento de regioes genomicas especificas. 6 

Ilhas CpG sao distribuidas diferencialmente 
em diferentes classes de sequencias e em genes 
“imprintados”; uma ilha CpG adicional conhe- 
cida como regiao de controle de imprinting 
(RCI) frequentemente esta localizada a alguma 
distancia do promotor e e crucial na regulagao 
do gene. A RCI possui um imprinting com uma 
copia sendo metilada de maneira especifica 
de acordo com a origem paterna ou materna, 
motivo pelo qual tambem e denominada regiao 
diferencialmente metilada, ou RDM. 9 

Genes “imprintados” geralmente estao lo- 
calizados em clusters fisicamente ligados, que 
podem ocupar varios quilobases e conter tan- 
to genes “imprintados” quanto nao “imprin¬ 
tados”. Desta maneira, a expressao genica em 
uma dada regiao cromossomica e coordenada. 


Genes que sofrem este tipo de modificagao 
epigenetica diferem da maioria dos genes de 
mamiferos no sentido de que, embora tambem 
sejam herdados em copia dupla, somente um 
alelo e expresso. Para alguns genes “imprinta¬ 
dos”, o alelo preferencialmente expresso e o ale¬ 
lo paterno, e estes genes sao conhecidos como 
genes paternalmente expressos. Logicamente, 
aqueles genes com expressao preferencial ma¬ 
terna sao denominados genes maternalmente 
expressos. Atualmente, em torno de 100 genes 
“imprintados” no homem ou em camundongo 
sao conhecidos, um assunto que pode ser re- 
visado online no site Catalogue of Parent of 
Origin Effects . 10 Embora exista um numero 
pequeno de trabalhos disponiveis sobre este 
assunto, dados iniciais sugerem que estes ge¬ 
nes possuem uma grande importancia em ter- 
mos de crescimento, desenvolvimento e dife- 
renciagao da fungao organica. 11 

Genes controlados 
epigeneticamente sofrem 
reprogramagao da metilagao 
na linhagem germinativa 

Uma vez que, apos a fecundagao, o embriao 
e portador de um genoma paterno, com algu¬ 
mas regioes especificas silenciadas, e de um 
genoma materno, com outras regioes especifi¬ 
cas silenciadas, e essencial que antes do inicio 
da formagao de seus gametas (masculinos ou 
femininos) estas marcas sejam apagadas para 
que os gametas carreguem somente o padrao 
de imprinting do sexo do embriao. 9 Assim, o 
mecanismo de imprinting deve envolver um 
ciclo de eventos: marcas de imprinting sao 
apagadas antes da formagao das celulas que 
originarao as germinativas, sendo entao re- 
-estabelecidas em celulas germinativas do 
embriao em desenvolvimento, de acordo com 
o seu sexo. 12 ’ 13 

Estudos preliminares nas primeiras fases de 
desenvolvimento do embriao sugerem a exis- 
tencia de uma onda de desmetilagao nas fases 
anteriores a implantagao. Aparentemente, o 
genoma paterno sofre desmetilagao ativa no 
zigoto, enquanto o genoma materno perde os 
radicals metil passivamente a cada divisao ce¬ 
lular, ate o estagio de blastocisto. Apos a im¬ 
plantagao, todas estas sequencias comegam a 
se tornar novamente metiladas. 



No entanto, em casos de genes “imprinta¬ 
dos” diferencialmente de acordo com a origem 
do genitor, e essencial que, apos a fertilizagao, 
eles escapem parcialmente da onda de desme¬ 
tilagao, de maneira que permanega ao menos 
um sinal de origem de cada alelo, para que, 
quando os genes se tornarem transcricional- 
mente ativos nas celulas somaticas, somente a 
copia correta funcione. 

Na linhagem germinativa masculina, existe 
um numero muito pequeno de genes que so- 
frem metilagao, sendo que o melhor investiga- 
do e o H19. Apos o apagamento da metilagao, 
as celulas germinativas ainda sao diploides e, 
portanto, contem duas copias de cada gene. 
Assim, neste estagio, ambas as copias devem 
ser metiladas, para garantir que cada esper- 
matozoide haploide seja corretamente “im- 
printado”. Estudos com o gene H19 demons- 
tram que, embora suas duas copias tenham 
tido seu padrao previo de metilagao apagado, 
aparentemente ainda contem alguma outra 
marca epigenetica nao identificada. Em ca- 
mundongos, isto e demonstrado uma vez que 
o alelo paternalmente herdado e remetilado 
muito mais rapido que o alelo materno: a me¬ 
tilagao do primeiro ocorre ate o 155 s dia de 
vida embrionaria, enquanto a do segundo nao 
esta completa ate o nascimento. Apesar desta 
diferenga, ambos os alelos estao metilados an¬ 
tes do inicio da meiose. 

Diferentemente do que acontece na linha¬ 
gem germinativa masculina, genes “imprin¬ 
tados” de origem materna nao sao completa- 
mente metilados ate o final da fase de paqui- 
teno, na meiose I, que ocorre no ovocito em 
crescimento, no estagio pos-natal. O nivel de 
metilagao esta correlacionado com o tamanho 
do ovocito, ocorrendo gradualmente desde o 
inicio do crescimento. Para ao menos tres ge¬ 
nes metilados na linhagem germinativa ma¬ 
terna (Snrpn, Zaci e Pegi), o alelo herdado 
maternalmente parece ser metilado antes do 
herdado paternalmente, demonstrando mais 
uma indicagao de outra marca epigenetica 
nestes genes, que permite a diferenciagao dos 
alelos de acordo com sua origem. 

Os mecanismos para a desmetilagao em 
mamiferos ainda nao foram confirmados, e 
nenhuma atividade reproduzivel de desmeti¬ 
lagao foi identificada. Portanto, o debate sobre 
o mecanismo de apagamento do imprinting 
continuara ate a demonstragao de uma reagao 


enzimatica que possa catalisar o processo de 
desmetilagao. 9 

Vantagem evolutiva do 
imprinting genomico 

Como um alelo e sempre silenciado em 
genes “imprintados”, estes sao especialmente 
sensiveis a mutagoes que causam a perda to¬ 
tal da fungao alelica. Segundo a analogia feita 
por Hurst, 14 e como se estes genes fossem um 
aviao voando com somente um motor. Esta 
grande vulnerabilidade e ate mais dificil de 
compreender quando o papel crucial destes 
genes na fisiologia e lembrado. A conclusao 16 - 
gica a que se chega para este fenomeno e que o 
imprinting deve ocasionar algum tipo de van¬ 
tagem evolutiva, que seria maior que o custo 
para sua manutengao e que as potenciais con- 
sequencias danosas de sua disfungao. 11 

Um grande numero de teorias tern sido 
proposto para explicar a vantagem do imprin¬ 
ting. Muitas destas teorias explicam aspectos 
importantes disponiveis, mas nenhuma pode 
explicar todos os achados ate o momenta. 15 
Aparentemente, a teoria mais consistente e a 
chamada teoria do conflito, que propoe que o 
imprinting teria evoluido a partir de alguma 
assimetria de relagoes entre os generos. No 
caso de mamiferos poligamos, machos tan¬ 
dem a entrar em grupos sociais rapidamente, 
deixar prole, e entao abandonar estes grupos. 
Como estes machos sao indiferentes ao suces- 
so do futuro reprodutivo das femeas com as 
quais eles procriaram, os genes que eles doa- 
ram para a prole podem agir de maneira a re- 
tirar a maior quantidade de recursos (tanto no 
utero, quanto no periodo pos-natal) de suas 
maes, independente de causar algum prejuizo 
a elas. Por outro lado, como as maes sao igual- 
mente relacionadas a todas as suas proles, e 
podem ter varias gestagoes, existe uma grande 
necessidade de que os genes doados pela mae 
garantam que toda a progenie receba igual- 
mente a mesma quantidade de recursos, e isto 
pode ser atingido por restringir o crescimento 
de cada prole individualmente. Assim, existi- 
ria um conflito potencial entre genomas her- 
dados paternalmente e maternalmente pela 
prole, e investigagoes com os primeiros genes 
“imprintados” identificados parecem fornecer 
subsidios para esta hipotese: o gene paternal- 
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mente expresso Igf2, por exemplo, promove o 
crescimento fetal, enquanto os genes mater- 
nalmente expressos H19 e Igf2r sao responsa- 
veis pela limitagao do crescimento. 16 

Regioes genomicas que sofrem 
imprinting : erros nos padroes 
de imprinting e relagao 
com fenotipos alterados 

Sindrome de Prader-Willi 

A sindrome de Prader-Willi (SPW) e oca- 
sionada por erros que envolvem genes “im- 
printados” na regiao I5qn-qi3. Esta regiao 
contem um numero de genes que mostram 
padroes de expressao dependentes da origem: 
alguns genes sao expressos exclusivamente 
no cromossomo paterno, enquanto outros 
mostram expressao preferencial, ou expres¬ 
sao tecido-especifica, de acordo com a origem 
do alelo. Outros genes dentro desta regiao sao 
ativos em ambos os alelos, com nenhuma evi- 
dencia de imprinting. 

Os mecanismos de imprinting sao comple- 
xos, envolvendo multiplos genes marcados, 
sitios agindo em cis, fatores agindo em trans, 
alem de RNAs nao codificantes. 16 No cromos¬ 
somo paterno, varios genes devem estar ativos 
nesta regiao, mas dois genes devem estar ina- 
tivos (UBE3A e ATP10A). Neste cromossomo, 
a transcrigao inicia no gene SNRPN, produzin- 
do um transcrito unico que inclui um RNA an- 
tissenso para o gene UBE3A. Acredita-se que 
este RNA atue em cis no proprio cromossomo 
para impedir a expressao dos genes UBE3A 
e ATP 10A. Ja no cromossomo materno nor¬ 
mal, a situagao se inverte: somente os genes 
UBE3A e ATP10A devem estar ativos, uma 
vez que os genes regulados pelo SNRPN estao 
inativados e, portanto, o RNA antissenso nao 
e produzido. Assim, se o cromossomo paterno 
esta presente e intacto, os genes normalmen- 
te sao expressos a partir dele, ocasionando o 
fenotipo normal, ao contrario do que ocorre 
na SPN, na qual defeito genetico relacionado 
ao fenotipo e a ausencia de expressao de uma 
serie de aproximadamente nove genes do cro¬ 
mossomo paterno, cuja transcrigao e contro- 
lada pela regiao no exon 1 do primeiro deles, 
SNRPN. Neste local, uma regiao rica em nu- 
cleotideos CG, denominada centro de imprin¬ 


ting, sofre metilagao somente no cromossomo 
materno, o que impede a transcrigao destes 
genes a partir deste cromossomo, mesmo que 
ele esteja presente e intacto. 17 O padrao nor¬ 
mal de imprinting desta regiao esta demons- 
trado na Figura 11.1. 

Pacientes com SPW mostram hipotonia ne¬ 
onatal, hiperfagia na primeira infancia levan- 
do a obesidade, hipogonadismo, baixa esta- 
tura, problemas de comportamento e retardo 
mental de medio a moderado. Esta caracteris- 
tica possui multipla etiologia, com aproxima¬ 
damente 70% dos indivlduos sendo portado- 
res de uma delegao de cerca de 6 Mb na regiao 
I5qn-qi3, no cromossomo paterno, o que oca- 
siona a ausencia da expressao de varios genes 
controlados pelo centro de imprinting locali- 
zados no exon 1 do gene SNRPN. Somente 1% 
dos pacientes com SPW herda normalmente 
cromossomos 15 do pai e da mae, mas o centro 
de imprinting do cromossomo 15 paterno esta 
anormalmente metilado, carregando um pa¬ 
drao de imprinting materno. Por este motivo, 
o fenotipo associado e identico, uma vez que 
este defeito tambem impede a expressao dos 
genes localizados apos o centro de imprinting. 
A maioria dos pacientes restantes (29%) pos¬ 
sui dois cromossomos 15 de origem materna, 
o que causa a mesma sindrome devido a au¬ 
sencia da regiao I5qn-qi3 de origem paterna, 
como sera discutido na proxima segao deste 
capitulo. 18 

Sindrome deAngelman 

A regiao genomica relacionada a sindro¬ 
me de Angelman (SA) e a mesma associada 
a SPW. No entanto, uma vez que no cromos¬ 
somo materno os genes expressos na regiao 
I5qn-qi3 sao os genes UBE3Ae ATP10A, para 
que o fenotipo seja especifico da SA, estes ge¬ 
nes devem estar afetados neste cromossomo. 
Investigagoes moleculares do centro de im¬ 
printing localizado no exon 1 do gene SNRPN 
sao essenciais para a diferenciagao entre as 
cinco classes desta sindrome. As classes I a III 
sao caracterizadas por ausencia de metilagao 
da regiao SNRPN e, portanto, este gene e to- 
dos os outros seguintes sao expressos tambem 
a partir do cromossomo materno, o que pro- 
voca a produgao do RNA anti-UBE3A e causa 
o silenciamento dos genes UBE3A e ATP10A 
tambem no cromossomo materno. 
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Problemas relacionados ao gene SNRPN 
podem ocorrer por diferentes motivos, o que 
determina a classificagao da SA: a classe I e 
causada pela delegao da regiao I5qn-qi3 do 
cromossomo materno, e ocorre em ate 70% 
dos casos; na classe II, a mesma regiao me- 
tilada pode estar ausente devido a existencia 
de dois cromossomos do mesmo genitor (no 
caso, dois paternos), que ocorre em 5% dos 
casos; a ausencia desta regiao que deveria es¬ 
tar metilada no cromossomo materno ocorre 
ainda por outros defeitos de imprinting, e 
faz parte da classe III, em 5% dos pacientes. 
Estas tres classes podem ser diferenciadas por 
FISH, para a determinagao da delegao espe- 
dfica, e testes de polimorfismos, para a de¬ 
terminagao da origem do cromossomo. Alem 
destas classes, outras duas incluem pacientes 
que demonstram padroes de metilagao nor- 
mais: a classe IV e caracterizada por mutagoes 
no gene codificante da proteina ligase ubiqui- 
tina E3A (UBE3A), que e ativo somente no 
cromossomo materno e localizado dentro da 
regiao I5qn-qi3. Esta classe esta presente em 
ate 10% dos casos, ocorrendo na maioria dos 
casos familiares com padroes de metilagao 


normais. Alem disso, os 10% dos casos que 
nao possuem padrao de metilagao anormal, 
e nem possuem mutagoes no gene UBE3A, 
possuem SA com causa desconhecida, sendo 
casos esporadicos (classe V). 17 

Pacientes com SA exibem microcefalia, 
ataxia, retardo mental severo, disturbios con- 
vulsivos, desordens do sono e da fala. Os ca¬ 
sos mais graves parecem estar incluidos nas 
classes I e V, com atraso no desenvolvimento 
mais severo, incidencia mais alta de convul- 
soes e anormalidades mais proeminentes em 
eletroencefalograma (EEG). Ja pacientes das 
classes II e III possuem uma incidencia menor 
de microcefalia e crises convulsivas, com um 
fenotipo geral com uma gravidade um pouco 
menor. Pacientes da classe IV demonstram 
gravidade intermediaria entre as anteriores. 17 

Smdrome de Silver-Russel 

A smdrome de Silver-Russel (SSR) e diag- 
nosticada em recem-nascidos de pequeno ta- 
manho (ao menos dois desvios-padrao abaixo 
da media para peso e/ou comprimento) que 


Figura 11.1 

Esquema simplificado 
do padrao de expressao 
normal dos principals 
genes da regiao I5qii- 
-qi3. O tamanho dos 
genes e puramente 
ilustrativo. PAT, cro¬ 
mossomo paterno; MAT, 
cromossomo materno; 
SNRPN, SNURF/ribonu- 
cleoproteina N; UBE3A, 
proteina ligase ubi- 
quitina E3A; ATP10A, 
ATPase tipo P. 
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possuam no minimo tres das seguintes ca- 
racteristicas: macrocefalia, retardo de cresci- 
mento pos-natal, assimetria corporal, severas 
dificuldades de alimentagao ou baixo indice 
de massa corporal e testa proeminente. 

Varias anormalidades citogeneticas ja fo- 
ram descritas em casos de SSR, incluindo 
principalmente os cromossomos 7 e 11, alem 
de um numero menor de casos com anomalias 
nos cromossomos 8,15,17 e 18. 6 

A regiao npi5 contem dois dominios de 
genes “imprintados”, com duas regioes de 
controle de imprinting denominadas RCI-i 
(metilada no alelo paterno) e RCI-2 (meti- 
lada no alelo materno). Este cluster contem 
genes cruciais para o controle do crescimento 
fetal, como aqueles expressos em cromosso¬ 
mos paternos que promovem o crescimento 
(p. ex., o gene IGF2, fator de crescimento se- 
melhante a insulina 2, de insulin-like growth 
factor 2), e aqueles expressos em cromosso¬ 
mos maternos que inibem o crescimento (p. 
ex., o gene CDKNiC, inibidor lC da quinase 
dependente de ciclina, de ciclin-dependent 
kinase inhibitor lC). O padrao normal de im¬ 
printing desta regiao esta demonstrado na 
Figura 11.2. 


Utilizando criterios rigidos para o diag¬ 
nostic© da SSR, foi encontrado que a perda 
da metilagao na regiao RCI-i do alelo paterno 
ocorre em mais de 60% dos casos, levando a 
superexpressao de uma proteina inibidora do 
gene IGF2, relacionado com a promogao do 
crescimento fetal. Esta epimutagao nao esteve 
presente em nenhum paciente com baixo peso 
ao nascer que nao se enquadrasse nos crite¬ 
rios de SSR. Alem disso, foi demonstrado que 
pacientes desta classe se encaixam em no mi- 
nimo quatro dos cinco criterios para SSR, pos- 
suindo um fenotipo mais grave do que aqueles 
pacientes que apresentam somente baixo peso 
ao nascer, ou que pacientes com SSR, e com a 
regiao npi5 com o padrao normal de metila¬ 
gao. Alem deste erro de metilagao, alguns pa¬ 
cientes com SSR foram diagnosticados como 
sendo portadores de duplicagoes de up 15 no 
cromossomo materno, levando ao mesmo au- 
mento da expressao da proteina inibidora de 
IGF2. 6 ’ 1 9 

Um detalhe interessante na SSR e que pra- 
ticamente todos os pacientes nos quais a cau¬ 
sa esta associada a regiao up 15 possuem um 
padrao em mosaico para a hipometilagao, que 
pode ser atribuido a erros pos-fertilizagao. 


Figura 11.2 

Esquema simplificado 
do padrao de expressao 
normal dos principals 
genes da regiao Iipi 5 . 
O tamanho dos genes e 
puramente ilustrativo. 
PAT, cromossomo pater¬ 
no; MAT, cromossomo 
materno; RCI, regiao de 
controle de imprinting ; 

CDKNiC, inibidor da 
quinase dependente de 
ciclina IGF2, fator de 
crescimento semelhante 
a insulina 2. 
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Clinicamente, este mosaicismo e refletido por 
hemi-hipoplasia, que esta presente na maio- 
ria destes pacientes. A origem pos-fertilizagao 
destas epimutagoes explicaria a alta taxa de 
discordancia entre gemeos com SSR, alem da 
grande variabilidade fenotipica encontrada na 
smdrome. 

Outras causas frequentes de SSR sao aber- 
ragoes no cromossomo 7, que incluem dupli- 
cagoes da regiao 7pn.2pi3. Pesquisas nesta 
regiao genomica demonstraram que ela esta 
muito proxima a um gene “imprintado” deno- 
minado GRB10 (proteina 10 ligante ao recep¬ 
tor de fator de crescimento, de growth factor 
receptor bound protein 10), alem de varios 
loci codificantes para fatores tambem envol- 
vidos no crescimento e desenvolvimento hu- 
manos. Outra regiao no mesmo cromossomo 
aparentemente relacionada a SSR e a 7q3i, 
homologa a uma regiao do cromossomo 11 do 
camundongo, possuindo importantes fungoes 
no crescimento. Epimutagoes nestas regioes 
nao foram detectadas. No entanto, a presenga 
de dois cromossomos 7 de origem materna, 
levando a modificagoes de expressao das regi¬ 
oes em questao, ja foi detectada como sendo a 
causa de ate 10% dos casos de SSR. 

Smdrome de 
Wiedemann-Beckwith 

A smdrome de Wiedemann-Beckwith 
(SWB) e caracterizada por crescimento pre e/ 
ou pos-natal superior ao percentil 90, alem de 
macroglossia e defeitos da parede abdominal. 
Outras caracteristicas possiveis sao anorma- 
lidades umbilicais, dobras lineares do lobulo, 
risco aumentado de tumores, e placentas com 
quase o dobro do peso normal. Alem disso, 
controle glicemico anormal na forma de hi- 
poglicemia transitoria de inicio precoce e uma 
caracteristica variavel, mas reconhecida desta 
condigao. 6 ’ 20 

A etiologia genetica da SWB e extrema- 
mente heterogenea, com a maioria dos casos 
sendo esporadicas. Os achados aparente¬ 
mente opostos a SSR indicaram a diregao das 
primeiras investigagoes e, de fato, o cromos¬ 
somo 11 foi associado. A epimutagao descri- 
ta em up 15 para SSR e exatamente oposta 
aquela relacionado a SWB: cerca de 10% dos 
pacientes com SWB possuem um ganho de 


metilagao de origem materna na RCI-i. Alem 
disso, a maior parte destes pacientes (60%) 
e caracterizada pela perda de metilagao da 
RCI-2 de origem materna. 6 Dois cromosso¬ 
mos 11 de origem paterna sao encontrados 
em 17% dos pacientes, e a SWB tambem esta 
presente em portadores de duplicagao da re¬ 
giao npi5 paterna. 19 

Defeitos epigeneticos sao encontrados 
em uma frequencia muito mais alta em dis- 
turbios de crescimento relacionados a re¬ 
giao npi5 do que em outras desordens de 
imprinting , como a SA e a SPW, sugerindo 
que a organizagao da cromatina desta regiao 
e muito mais vulneravel que aquela de outras 
regioes “imprintadas”. O mecanismo preciso 
pelo qual ocorrem estas metilagoes aberran- 
tes permanece desconhecido. Teoricamente, 
o defeito epigenetico pode ocorrer durante 
o estabelecimento de imprinting em game- 
tas, ou na manutengao do imprinting apos a 
fertilizagao. Varias linhas de evidencia indi¬ 
cam que a perda da metilagao ocorre depois 
da fertilizagao e envolve fatores agindo em 
trans que regulam a manutengao das marcas 
epigeneticas alelo-especificas durante o de¬ 
senvolvimento no periodo pre-implantagao: 
o padrao de mosaicismo dos defeitos epige¬ 
neticos; a alta incidencia de gemeos monozi- 
goticos discordantes para SWB e SSR; o ris¬ 
co aumentado de SWB (e talvez de SSR) em 
criangas geradas por tecnologias de reprodu- 
gao assistida; e a perda de metilagao afetando 
mais que o locus causador da doenga em um 
subconjunto de pacientes com diferentes de¬ 
sordens de imprinting , como SWB e diabete 
neonatal transitorio. 6 

Diabete neonatal transitorio 

O diabete neonatal transitorio (DNT) re¬ 
lacionado a regiao 6p24 e uma condigao que 
inicia na primeira semana de vida, apresen- 
tando retardo do crescimento e hiperglicemia. 
A terapia com insulina e necessaria para a 
normalizagao da glicemia na maior parte dos 
pacientes, e a remissao acompanhada da volta 
do ganho de peso ocorre por volta dos tres me- 
ses. Embora o crescimento subsequente seja 
normal, uma proporgao significante dos in- 
dividuos desenvolve diabete na adolescencia. 
Alem destas caracteristicas, alguns pacientes 
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manifestam hernia umbilical, macroglossia e 
dificuldades de aprendizagem. 

Os primeiros dois casos identificados com 
DNT possuiam dois cromossomos 6 pater- 
nos, e hoje se sabe que esta e a causa de ate 
40% dos casos. Alem disso, em outros 40% 
dos pacientes ocorre a presenga de duplica- 
gao da regiao 6q24 de origem paterna, e nos 
20% restantes ocorre uma per da de metilagao 
nesta regiao, no cromossomo materno. Cada 
um destes mecanismos resulta no aumento da 
expressao de um gene denominado ZAC, co- 
dificante para uma proteina com dedo de zin- 
co que se localiza no nucleo e atua como um 
fator de transcrigao. O papel deste gene, que 
se encontra “imprintado” em cromossomos 6 
maternos, ainda nao esta claro, assim como 
de que forma a sua expressao aumentada re¬ 
sulta no fenotipo da DNT. No entanto, em ca- 
mundongos, este defeito esta associado a uma 
massa reduzida de celulas p pancreaticas no 
momenta do nascimento, o que e compativel 
com os baixos niveis de insulina dosados em 
recem-nascidos afetados pela DNT. 20 

Osteodistrofia hereditaria 
de Albright e pseudo- 
-hipoparatireoidismos 
tipos lAeiB 

A osteodistrofia hereditaria de Albright 
(OHA) e os pseudo-hipoparatireoidismos ti¬ 
pos lA (PHPiA) e lB (PHPiB) sao disturbios 
originados por defeitos na expressao de genes 
de um mesmo cluster, denominado cluster 
GNAS, pois seu principal gene possui esta 
sigla. Este cluster esta localizado em 2oqi3 
e gera multiplas proteinas pela utilizagao de 
diferentes regioes promotoras e de splicing al¬ 
ternative. O principal produto genico se trata 
da subunidade a da proteina G (G s a), que e 
expressa ubiquamente e possui a capacidade 
de se acoplar a um grande numero de recep- 
tores hormonais e transmembrana, um passo 
necessario para a produgao intracelular de 
AMPc. O promotor que esta relacionado com 
a sintese de G s a se encontra desmetilado em 
ambos os alelos na maior parte das celulas, 
apesar de ser “imprintado” de maneira tecido- 
-especifica: em tecidos-alvo de hormonios, e 
expresso a partir de alelos maternos. 


Qualquer defeito genetico que provoque a 
inativagao do gene G s a esta relacionado a OHA, 
uma sindrome caraterizada por obesidade, bai- 
xa estatura, braquidactilia, ossificagoes subcu- 
taneas e deficits neurocomportamentais, que 
sao caracteristicas que nao estao relacionadas 
aos tecidos nos quais o gene G s a e “imprintado”. 
Uma vez que o gene para G s a sofre imprinting 
tecido-especifico, onde e expresso a partir do 
alelo materno, esta sindrome aparecera de ma¬ 
neira isolada somente se o defeito de imprinting 
ocorrer no alelo paterno, pois causara o fenoti¬ 
po devido a modificagoes de expressao genica 
nos tecidos que normalmente nao possuiriam 
o gene “imprintado” e teriam, portanto, uma 
produgao dobrada da proteina G s a. Naqueles 
tecidos em que o gene G s a estaria normalmente 
“imprintado” no alelo paterno, o defeito gene¬ 
tico nesse alelo nao causa nenhuma alteragao, 
pois este e o estado normal para o gene nestes 
tecidos, ou seja, a produgao proteica ocorre so¬ 
mente a partir do alelo materno. 

No entanto, uma vez que o padrao normal 
de expressao do gene G s a e expresso por am¬ 
bos os alelos na maior parte dos tecidos, e so¬ 
mente pelo alelo materno em tecidos-alvo de 
hormonios, o mesmo defeito genetico trara 
outros fenotipos, quando herdado no alelo de 
origem materna. A inativagao do alelo mater¬ 
no, por diminuir a sintese proteica nos tecidos 
onde ela deveria ser dobrada, trara tambem o 
efeito de OHA. No entanto, em tecidos-alvo de 
hormonios, onde o alelo paterno ja esta “im¬ 
printado”, a inativagao do alelo materno cau¬ 
sara a nao produgao de G s a, ocasionando tam¬ 
bem a resistencia de PTH, TSH e gonadotrofi- 
nas, um quadro que, em conjunto com a OHA, 
e denominado pseudo-hipoparatireoidismo 
tipo lA (PHPiA). 

Ja o pseudo-hipoparatireoidismo tipo lB 
(PHPiB) ocorre na ausencia de OHA, sendo 
causado por mutagoes que inativam o gene 
G s a no alelo materno. Uma vez que a pre- 
senga deste alelo e fundamental somente em 
tecidos-alvo de hormonios, pois o outro alelo 
nestes tecidos esta “imprintado”, a inativagao 
de ambos os alelos causa o fenotipo somen¬ 
te nestes tecidos. Uma vez que este gene nao 
possui imprinting em outros tecidos, o alelo 
paterno normal supre a quantidade proteica 
necessaria, e os sintomas relacionados a OHA 
nao estarao presentes. 21 



Fenotipo UPDQ.4) pat/mat-like 
relacionado a regiao I4q32.2 

A regiao I4q32.2 contem um cluster de ge¬ 
nes “imprintados”, que inclui genes expressos 
somente no cromossomo paterno (DLKi e 
RTLi) e genes expressos somente no cromos¬ 
somo materno (GTL2, RTLias e MEG8). Ate o 
momenta, foram registrados 12 pacientes com 
microdelegoes neste cluster , alem de oito pa¬ 
cientes com epimutagoes. 

Com base nos fenotipos destes pacientes, 
foi proposto que a expressao excessiva do 
gene RTLi esta relacionada ao fenotipo deno- 
minado UPD(i 4 )pat-like, e que a expressao 
diminuida dos genes DLKi e RTLi e a causa 
do fenotipo denominado UPD(i 4 )mat-like. 

Assim, microdelegoes ou epimutagoes que 
causem aumento da expressao do gene RTLi 
causariam um fenotipo no qual estao presen- 
tes um torax diminuido em formato de sino, 
defeitos da parede abdominal, poli-hidramnio, 
placentomegalia, atraso no desenvolvimento, 
alem de uma face caracteristica da sindrome. 
Ja os mesmos problemas causando a diminui- 
gao de expressao dos genes DLKi e RTLi es¬ 
tao relacionados ao fenotipo com baixo peso 
ao nascer, baixa estatura, puberdade de inicio 
precoce, obesidade, maos pequenas, hipoto- 
nia, atraso no desenvolvimento e face carac¬ 
teristica. Uma vez que existe um padrao de 
expressao que difere de acordo com a origem 
do cromossomo, em casos onde existirem dois 
cromossomos do mesmo genitor, a mesma 
sindrome estara presente, o que caracteriza 
a sua denominagao de fenotipo UPD(i 4 )pat/ 
mat-like , devido ao fenomeno denominado 
dissomia uniparental, que sera discutido mais 
adiante neste capitulo. 22 

Reprodugao assistida e erros 
no padrao de imprinting 

Sindromes associadas ao aumento de cres- 
cimento foram relacionadas a tecnicas de re- 
produgao assistida (TRAs) pela primeira vez 
em animais domesticos como gado e ovelha. 
Notou-se que bezerros originados de pro- 
cedimentos in vitro tinham maior tamanho 
e maiores taxas de morbi-mortalidade que 


aqueles concebidos por inseminagao artificial 
ou transference de embrioes. 

Devido alimitagoes eticas, o efeito das TRAs 
sobre o padrao de imprinting em humanos 
nao vem sendo bem investigado. No entanto, 
existem varios dados em modelos animais que 
sugerem que a TRA pode ter efeitos sobre o 
padrao de imprinting. Dados de Zaitseva e co- 
laboradores, 23 que investigaram embrioes de 
camundongo no periodo de vida de duas celu- 
las, demonstraram que aqueles desenvolvidos 
in vitro tiveram niveis de metilagao significa- 
tivamente mais altos do que aqueles cultiva- 
dos in vivo. Foi demonstrado que existe uma 
variagao do status de imprinting de alguns ge¬ 
nes, de acordo com o meio de cultura utilizado 
para o crescimento de embrioes. 24 Alem disso, 
o metodo utilizado para provocar superovula- 
gao tambem foi relacionado com o padrao de 
expressao de alguns genes “imprintados”. 25 
Uma publicagao recente demonstrou que ate 
mesmo manipulagoes minimas do embriao 
foram associadas a perda de metilagao de al¬ 
guns genes em camundongos. 26 

Com relagao a injegao intracitoplasmatica 
de esperma, uma investigagao do padrao de 
metilagao de genes especificos em esperma 
humano sugeriu uma associagao entre im¬ 
printing genomico anormal e hipoesperma- 
togenese. 27 Neste estudo, dentre os homens 
com contagens gameticas normais, a taxa de 
anormalidade foi de 0%. Em celulas de ho¬ 
mens com oligozooespermia moderada, a taxa 
de anormalidade foi de 17%; ja entre aqueles 
com oligozooespermia severa, este valor au- 
mentou para 30%. 

Em humanos, com a descoberta do im¬ 
printing genetico, foi levantada a suspeita de 
que TRAs poderiam teoricamente aumentar a 
chance de sindromes relacionadas a defeitos 
no padrao de imprinting. Os primeiros estu- 
dos neste sentido nao foram capazes de esta- 
belecer esta relagao, o que seria esperado de¬ 
vido a raridade destes disturbios e ao grande 
tamanho amostral necessario para a detecgao 
de um aumento de risco associado a reprodu- 
gao assistida. 

A SA foi a primeira desordem relacionada 
ao imprinting a ser associada a reprodugao 
assistida. 28 Desde entao, um aumento de apa- 
recimento desta sindrome ja foi relacionado 
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136 a diferentes tecnicas utilizadas, dentre elas 
a injegao intracitoplasmatica de esperma e o 
estimulo para superovulagao. Ate o momen- 
to, existem sete casos de criangas com SA 
nascidas apos TRAs, sendo que cinco destas 
criangas possuem problemas de imprinting 
como agente etiologico. Embora o numero de 
casos seja pequeno, devido a raridade da do- 
enga, a proporgao de criangas com defeito de 
imprinting como causa de SA (5 de 7, ou 71%) 
e mais alta do que na populagao em geral (< 
5%), sugerindo uma associagao entre defeitos 
de imprinting e TRA. No entanto, permanece 
sem resposta qual das tecnologias utilizadas 
(injegao de esperma, fertilizagao in vitro ou 
indugao de ovulagao) e a causa deste tipo de 
defeito, e novos estudos sao necessarios. 29 

Em contraste com a SA, a maior parte dos 
casos de SWB resulta de erros de imprinting, 
e varios estudos demonstram uma prevalencia 
aproximadamente seis vezes maior (variando 
de 3,2 a 16,1, dependendo do estudo) de TRA 
em pacientes com SWB. 29,3 ° Alem disso, sin- 
dromes como Prader-Willi, Silver-Russel e 
diabete transitorio neonatal tern sido suspei- 
tas de estarem relacionadas com TRAs, mas o 
numero de casos e de publicagoes relacionadas 
ainda e muito pequeno para uma conclusao. 


Dissomia uniparental 


A dissomia uniparental (UPD) e definida 
como a heranga de ambos os homologos de um 
par de cromossomos a partir de somente um 
genitor. Este conceito foi introduzido por Eric 
Engel em 1980, 31 por meio de consideragoes 
teoricas. Em uma revisao publicada em 2006 
pelo proprio Eric Engel, o autor relembra que, 
trabalhando com aconselhamento genetico de 
casais que sofriam com abortos repetidos, e 
percebendo com isso o quanto a nao disjungao 
na meiose era comum, perguntou-se sobre a 
possibilidade de um gameta dissomico fecun- 
dar um gameta nulissomico para o mesmo par 
de cromossomos. Nas palavras de Engel: 31 

“por um longo tempo, estes pensamentos 
me fascinaram e tiraram o meu sono. Ate 
que finalmente, em um sabado a noite de 
junho de 1979, sentei-me a mesa de jan- 
tar de minha casa para contar esta histo- 
ria (...). No final da noite de domingo, eu 


ainda estava sentado a mesa colocando 
o ponto final no rascunho inicial. Meses 
mais tarde, devido ao processo de revisao 
editorial, o rascunho final foi diminuido 
ao ponto que a verdadeira ideia remanes- 
cente era a de que erros complementares 
poderiam resultar em um zigoto aparen- 
temente normal, com um par cromos- 
somico completamente derivado de um 
genitor, ou seja, o conceito de dissomia 
uniparental.” 

Segundo o proprio autor, este artigo “per- 
maneceu dormindo em uma prateleira” por 
varios anos, esperando pelos avangos mole- 
culares que tornariam possfvel provar a UPD 
a partir de polimorfismos de DNA. Desta ma- 
neira, o primeiro caso provado de UPD foi 
publicado somente em 19 87, 32 envolvendo o 
cromossomo 21. 

Com relagao aos tipos de UPD, e possfvel 
classificar um caso de dissomia de acordo com 
varios criterios. Primeiramente, de acordo 
com a origem, as UPDs podem ser paternas 
(UPDp), caso os dois cromossomos tenham 
se originado do gameta masculino, ou mater- 
nas (UPDm), se o par foi herdado do gameta 
feminino. Alem disso, de acordo com a parti- 
cipagao do genoma do genitor, e chamada de 
heterodissomia (hUPD), quando os dois cro¬ 
mossomos do par de um genitor estao presen- 
tes, e de isodissomia (iUPD), quando existe na 
prole somente um cromossomo do par, mas 
ele encontra-se duplicado. Finalmente, com 
relagao a extensao do cromossomo afetado, as 
classes de UPD se dividem em UPD completa, 
dissomias de segmentos cromossomicos, alem 
de UPDs denominadas complexas. 


Mecanismo de formagao 
das dissomias 

A formagao de um gameta dissomico e 
ocasionada sempre pela nao disjungao na 
meiose. Se este fenomeno ocorrer na meiose 
I, o gameta dissomico tera dois cromossomos 
homologos, mas nao identicos, o que ocasio- 
nara uma heterodissomia. Por outro lado, se 
a nao disjungao ocorrer na meiose II, o ga¬ 
meta dissomico tera o mesmo cromossomo 
duplicado, ocasionando, portanto, uma iso¬ 
dissomia. 



Alguns mecanismos para a formagao da 

UPD de cromossomos completos ja foram 

descritos, 33 e incluem: 

• Resgate da trissomia: ocorre quando 
um gameta com dissomia e fecundado por 
um gameta normal, formando um zigoto 
com uma trissomia. Em alguma mitose ini- 
cial, o cromossomo extra oriundo do game¬ 
ta normal e expulso, originando uma celula 
com dois cromossomos de mesma origem, 
e nenhum cromossomo da origem oposta. 
Se este fenomeno ocorrer na primeira mi¬ 
tose, e o cromossomo extra for realmente 
expulso, ocorre o resgate completo da tris¬ 
somia, originando um embriao com 100% 
das celulas com uma heterodissomia - uma 
vez que os cromossomos presentes do par 
em questao sao o proprio par de homolo¬ 
gos do gameta envolvido. Se o cromosso¬ 
mo for expulso para uma das duas celulas 
originadas da primeira divisao mitotica, 
a consequencia e uma celula trissomica e 
outra com uma heterodissomia, formando 
um organismo com trissomia em mosaico. 
Quanto mais tarde no desenvolvimento 
embrionario este fenomeno ocorrer, maior 
sera a porcentagem de celulas trissomicas 
no organismo adulto. Outra consequencia 
deste fenomeno somente sera perceptivel 
caso tenha ocorrido com cromossomos que 
possuem regioes com imprinting diferen- 
cial, de acordo com a origem do cromos¬ 
somo, uma vez que uma dissomia causara 
a ausencia da regiao ativa ou a duplicagao 
desta regiao, de acordo com a origem pater- 
na ou materna da dissomia. 

• Resgate da monossomia: este fenomeno 
e causado pela uniao de um gameta normal 
e um gameta com alguma aneuploidia. O zi¬ 
goto monossomico formado pode duplicar 
o cromossomo sem o homologo correspon- 
dente, antes da primeira mitose, originando 
um par de cromossomos de mesma origem. 
Assim, o resgate da monossomia provocara 
sempre uma isodissomia, com a formagao 
de homozigotos para mutagoes recessivas, 
caso um dos genitores seja heterozigoto, 
e o gameta utilizado na fecundagao tenha 
justamente herdado o alelo mutante. Se o 
cromossomo envolvido possuir uma regiao 
de imprinting diferencial, problemas rela- 
cionados tambem ocorrerao de acordo com 
a origem. 


• Complementagao gametica: ocorre 
quando um gameta dissomico e fecun¬ 
dado por um gameta nulissomico para o 
mesmo par cromossomico, originando um 
zigoto com numero normal de cromosso¬ 
mos, mas com dois cromossomos de mes¬ 
ma origem. Neste caso, a heterodissomia 
e mais comum, e o fenomeno relacionado 
ao imprinting ja mencionado tambem 
ocorrera, caso a UPD envolva um par cro¬ 
mossomico com estas caracteristicas. Nos 
casos de complementagao gametica, nao e 
possivel haver mosaico, pois 100% das ce¬ 
lulas terao dissomia. 

• Erro pos-fertiliza^ao: neste caso, os 
gametas que participam da fecundagao 
sao normais, e o zigoto formado possui 
um par de cromossomos homologos de 
origens diferentes. No entanto, na primei¬ 
ra mitose (ou em alguma mitose inicial) 
ocorre a separagao errada das cromatides- 
-irmas, e duas cromatides de um mesmo 
cromossomo migram para a mesma celu¬ 
la, enquanto a outra celula nao recebe ne- 
nhuma cromatide deste cromossomo, mas 
somente a cromatide do cromossomo ho¬ 
mologo. Este erro origina uma celula com 
uma trissomia e outra com uma monosso¬ 
mia. Na proxima mitose, a celula trisso¬ 
mica (portadora de dois cromossomos de 
mesma origem e um cromossomo de outra 
origem) expulsa o cromossomo de origem 
diferente, ficando com um par de mesma 
origem, enquanto na celula monossomica 
ocorre a duplicagao de seu unico cromos¬ 
somo, mas uma consequente nao disjun- 
gao. Portanto, este fenomeno provoca a 
existencia de uma celula com isodissomia 
materna, e outra com isodissomia pater- 
na, originando um embriao em mosaico. 
Quando um dos genitores e heterozigoto 
para alguma mutagao recessiva, a ocor- 
rencia de isodissomia na prole provoca a 
formagao de homozigose para mutagoes 
recessivas. Assim, em um individuo com 
mosaicismo para dissomia, os tecidos com 
homozigose para estas mutagoes serao 
afetados, enquanto tecidos com dois alelos 
normais serao saudaveis. Com relagao ao 
imprinting genomico, o mesmo fenome¬ 
no descrito anteriormente esta presente, 
caso a dissomia tenha acontecido em um 
par cromossomico que possua uma regiao 
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de imprinting diferencial de acordo com a 
origem. 

Alem dos mecanismos discutidos anterior- 
mente, um mecanismo peculiar de formagao 
de UPD ocorre na presenga de uma translo¬ 
cagao robertsoniana. Na presenga de uma 
translocagao deste tipo, existe uma chance au- 
mentada de formagao de gametas dissomicos 
(33%), que sao portadores do cromossomo 
translocado e tambem de um dos cromosso- 
mos normais. Estes gametas originariam uma 
prole trissomica, mas, quando o outro gameta 
e nulissomico para estes pares de cromosso- 
mos, ou quando ocorre o resgate da trissomia, 
a UPD e formada, e conta com a presenga de 
um cromossomo normal e o outro originado 
da translocagao. 

A presenga de um isocromossomo tambem 
afetara a produgao de gametas, uma vez que 
50% deles terao o isocromossomo e o restante 
sera nulissomico. Gametas que portarem es¬ 
tes isocromossomos e forem fecundados por 
gametas normais originarao prole trissomica, 
enquanto o restante produzira prole monosso- 
mica. Contudo, do mesmo modo que discutido 
anteriormente, quando o gameta produzido 
pelo portador do cariotipo normal e nulisso¬ 
mico para este cromossomo, ou quando ocor¬ 
re o resgate da trissomia, a UPD e formada, 
com a presenga de um isocromossomo. 

Indivlduos portadores de ambos os tipos 
de aberragoes terao uma chance maior de ge- 
rarem fetos inviaveis trissomicos ou monosso- 
micos, pois os eventos discutidos (a presenga 
de um gameta nulissomico ou o resgate da 
trissomia) sao extremamente raros. Dois des- 
tes casos ja foram apresentados na literatura: 
o primeiro foi o caso de uma mulher com ca¬ 
riotipo 45,XX,der(22;22)(qio;qio), 34 que teve 
dez abortos espontaneos antes de gerar uma 
filha normal. Esta filha, no entanto, foi porta- 
dora do mesmo cariotipo, e teve sete abortos 
espontaneos. O segundo caso, que a principio 
parece improvavel, demonstra a ocorrencia 
de um isocromossomo de I3q presente em um 
homem. 35 Sua filha herdou o isocromossomo 
e nenhum cromossomo 13 da mae com cario¬ 
tipo normal, possuindo, portanto, uma UPDp 
do cromossomo 13. Esta filha, com cariotipo 
45,XX,i(i3)(qio), teve cinco gestagoes inter- 
rompidas, provavelmente devido a trissomia 
do cromossomo 13. Contudo, na 6- geragao, 


o fenomeno se repetiu, com a geragao de um 
filho com o isocromossomo da mae, portador 
de uma UP Dm do 13 e nenhum cromossomo 
13 do pai com cariotipo normal. 

Ja a UPD de um segmento cromossomico e 
definida como UPD de uma parte do cromos¬ 
somo (telomerica ou central), em conjunto 
com a heranga biparental do restante do par. 
Este tipo de dissomia tern sua origem em um 
evento de crossing-over mitotico entre duas 
cromatides nao irmas de dois cromossomos 
homologos. Caso ocorram dois pontos de 
quebra, a dissomia e central, mas, com a exis- 
tencia de somente uma quebra, a dissomia e 
confinada a parte telomerica. 

Dissomias uniparentais 
associadas a fenotipos anormais 

Uma UPD pode estar associada a uma 
serie de fenotipos anormais, que sao ocasio- 
nados por trissomia em mosaico, homozigo- 
se de mutagoes autossomicas recessivas e de 
mutagoes recessivas ligadas ao X em mulhe- 
res, alem de expressao aberrante de genes 
com imprinting genomico dependente da 
origem. 36 O surgimento de homozigose para 
mutagoes recessivas em proles de casais com 
somente um genitor heterozigoto se encontra 
entre as consequencias clinicas relevantes das 
UPDs. Dentre estes casos, 10% sao devidos a 
UPD de origem materna e 23% a UPD de ori¬ 
gem paterna. 33 

Outro tipo de efeito bem conhecido esta 
relacionado a expressao alelica dependente 
da origem paterna ou materna, que e afetada 
na presenga de dissomia. Este efeito esta re¬ 
lacionado com o fenomeno de imprinting ge¬ 
nomico, sendo bem conhecido especialmente 
para os cromossomos 6, 11 e 15, ja tendo sido 
discutido em detalhes no inicio deste capitu- 
lo. No entanto, e importante lembrar que nao 
existe nenhum problema com o padrao nor¬ 
mal de imprinting nos casos de dissomia, mas 
as consequencias clinicas sao devidas ao erro 
na origem do cromossomo, e nao devido a um 
erro de imprinting na regiao homologa. 

Uma serie de fenotipos especificos causa- 
dos pela relagao entre UPD completa e im¬ 
printing e bem conhecida, e sera discutida a 
seguir. Alem disso, serao tambem apresen- 
tadas as relagoes de fenotipos anormais com 



algumas dissomias de segmentos cromosso- 
micos e dissomias complexas. 

Dissomias uniparentais completas 

A partir dos 22 pares de autossomos e dois 
pares diferentes de cromossomos sexuais para 
cada genero, teoricamente podem existir 47 
possibilidades de UPDs: 22 autossomicas pa¬ 
ternas, 22 autossomicas maternas, uma disso- 
mia materna XX, e as dissomias paternas XX 
ou, ainda, XY. No entanto, algumas dissomias 
nao foram identificadas ate o momento, como 
as UPDs maternas dos cromossomos 5 e 11, as 
UPDs paternas dos cromossomos 4, 10, 12, 17 
e 20, alem da UPD para qualquer genitor dos 
cromossomos 18 e 19. 

O motivo para a nao identificagao destas 
dissomias pode ser tanto pelo fato de elas 
nao causarem nenhum fenotipo diferencial 
e, portanto, passarem despercebidas, quanto 
por serem, ao contrario, letais em um perio- 
do muito inicial do desenvolvimento. O caso 
mais intrigante e a ausencia de registros de 
UPD para o cromossomo 18, uma vez que a 
trissomia 18, tanto completa como em mosai- 
co, nao e tao rara. Assim, foi assumido que a 
UPD do cromossomo 18 e letal nas primeiras 
semanas de gestagao. 

Segundo o levantamento feito por Ogata e 
colaboradores, 22 que revisaram 266 casos de 
UPDs que nao incluem o cromossomo 15, a 
grande maioria dos casos foi de origem mater¬ 
na, indicando uma maior taxa de nao disjun- 
gao na meiose feminina. Alem disso, dentre 
estes casos, as heterodissomias foram as mais 
comuns, o que reflete uma proporgao maior 
de nao disjungao na meiose I. Varios casos de 
UPD materna foram associados com translo- 
cagoes robertsonianas (18%). Por outro lado, 
dentre as dissomias de origem paterna, as iso- 
dissomias sao mais comuns, indicando uma 
maior taxa de erro na meiose II. 

A seguir, sao apresentadas todas as 35 
dissomias detectadas ate o momento, com 
as caracteristicas fenotipicas gerais, quando 
estiverem presentes, e tambem aquelas dis¬ 
somias que nao causam nenhuma diferenga 
fenotipica. Estes dados foram compilados a 
partir de Engel, 37 Schinzel 38 e Ogata e cola¬ 
boradores, 22 que sao fontes que podem ser 
utilizadas para uma pesquisa mais aprofun- 


dada sobre a sintomatologia de cada classe 
de UPD. 

1. Dissomia uniparental paterna do cromos¬ 
somo 1 

Sem fenotipo associado, a nao ser pelo 
surgimento de homozigose em alguns 
disturbios monogenicos recessivos. 
Desordens ja relacionadas a este tipo de 
UPD e associadas a este fenomeno in¬ 
cluem: picnodisostose, anidrose e insen- 
sibilidade congenita a dor, deficiencia de 
receptor de piruvato-quinase, amaurose 
congenita de Leber, retinite de Usher tipo 
He mosaicismo para fator Rh. 

2. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 1 

Sem fenotipo associado, a nao ser pelo 
surgimento de homozigose em alguns dis¬ 
turbios monogenicos recessivos. Exemplos 
incluem: diabete melitotipo 1, epidermoli- 
sebolhosajuncional de Herlitz, sindrome 
de Chediak-Higashi, doenga de Mapple 
Syrup tipo He anomalia multipla con¬ 
genita. 

3. Dissomia uniparental paterna do cromos¬ 
somo 2 

Sem fenotipo associado, a nao ser pelo 
surgimento de homozigose em alguns 
disturbios monogenicos recessivos, como 
pseudo-hermafroditismo, sindrome de 
Crigler-Najjar tipo I e retinite pigmentosa. 

4. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 2 

Embora esta classe de UPD ja tenha sido 
encontrada em dois indivlduos normais, 
existem ao menos outros quatro casos com 
fenotipos associados que incluem retardo 
no crescimento pre-natal, com presenga 
de oligo-hidramnios, microcefalia com 
inicio pos-natal, hipotireoidismo, hernia 
de hiato, estenose pilorica, anomalias de 
coragao, pulmoes e rins, dentre outros. 
Alem disso, o surgimento de homozigose 
ja levou ao aparecimento de acidose lactica 
(deficiencia proteica trifuncional). 

5. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 3 

Um unico caso comprovado de iUPD 
foi detectado ate o momento, estando 
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associado a sindrome de Fanconi-Bickel, 
provavelmente causada pela surgimento 
de homozigose. 

6. Dissomia uniparental materna do cro- 
mossomo 4 

Sem fenotipo associado, a nao ser pelo 
surgimento de homozigose em alguns 
disturbios monogenicos recessivos. 
Desordens ja relacionadas a este tipo de 
UPD e associadas a este fenomeno incluem 
A-betalipoproteinemia e afibrinogenio- 
nemia. 

7. Dissomia uniparentalpaterna do cromos- 
somo 5 

Sem fenotipo associado, a nao ser pelo 
surgimento de homozigose em alguns 
disturbios monogenicos recessivos como, 
por exemplo, a atrofia espinhal-muscular 
do tipo III. 

8. Dissomia uniparental paterna do cromos- 
somo 6 

A isodissomia do cromossomo 6 e o exem¬ 
plo mais frequentemente registrado de 
UPD de origem paterna. Enquanto prati- 
camente todos os casos sao caracterizados 
principalmente por DNT, a UPD e a causa 
de 20% dos casos desta sindrome. 37 Outras 
caracteristicas de portadores desta classe 
de dissomia incluem macroglossia e retar- 
do de crescimento intrauterino. Conforme 
discutido anteriormente neste capitulo, a 
DNT e considerada uma consequencia do 
imprinting irregular de um ou mais genes 
presentes em 6q24, resultando em uma 
expressao aumentada de genes de origem 
paterna. Desta maneira, a testagem para 
UPD paterna do cromossomo 6 em todos 
os recem-nascidos com DNT e indica- 
da. 33 

Alem desta sindrome, a redugao a ho¬ 
mozigose ja foi associada a deficiencia de 
complemento C4A+C4B, acidemia metil- 
malonica e deficiencia de 21-hidroxilase. 

9. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 6 

Somente dois casos de UPD de origem 
materna foram descritos para este cro¬ 
mossomo. 33 Enquanto um deles foi assin- 
tomatico, o outro apresentou hiperplasia 
adrenal congenita, retardo de crescimento 


intrauterino e atraso no desenvolvimento, 
provavelmente devido a redugao a homo¬ 
zigose. 

10. Dissomia uniparental paterna do cromos¬ 
somo 7 

Sem fenotipo associado, a nao ser pelo 
surgimento de homozigose em alguns 
disturbios monogenicos recessivos, como 
fibrose cistica, sindrome de Kartagener e 
diarreia congenita. 

11. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 7 

A UPD de origem materna do cromossomo 
7 e a segunda UPD mais frequente, perden- 
do somente para a UPD do cromossomo 
15. Alguns pacientes portadores desta dis¬ 
somia ja foram relatados como possuindo 
fibrose cistica e osteogenese imperfeita. No 
entanto, o aparecimento destes fenotipos 
nao possui relagao alguma com o padrao 
de imprinting , mas sim com aformagao de 
uma prole homozigota a partir de um casal 
no qual somente um genitor e portador 
da mutagao, fenomeno ja discutido. Um 
fenotipo caracteristico de portadores de 
UPD do cromossomo 7 de origem materna 
e a SSR, ja discutida anteriormente, mas 
esta UPD e a causa de no maximo 10% dos 
casos desta sindrome. 33 

12. Dissomia uniparental paterna do cromos¬ 
somo 8 

Ate o momento, foi registrado somente 
um caso de iUPD nesta classe, portador 
de quilomicronemia familiar, devido a 
redugao a homozigose. 

13. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 8 

Ate o momento, foi registrado somente um 
caso de iUPD nesta classe, portador de um 
carcinoma ileal de inicio precoce, de causa 
desconhecida. 

14. Dissomia uniparental paterna do cromos¬ 
somo 9 

Somente dois casos de UPD do cromosso¬ 
mo 9 foram registrados na literatura, um 
sendo uma heterodissomia e o outro uma 
isodissomia. No primeiro, houve a presen- 
ga de retardo de crescimento e hipotonia. 
Ja o feto portador de iUPD teve morte no 
periodo pre-natal. A etiologia de ambos os 



fenotipos nao foi esclarecida ate o momen¬ 

ta. 

15. Dissomia uniparental materna do cro- 
mossomo 9 

Os nove casos de UPD materna do cromos- 
somo 9 descritos ate o momenta possuem 
fenotipos diversos que nao parecem ter 
relagao com o fenomeno. O surgimento 
de homozigose foi registrado neste tipo 
de UPD, estando associado a hipoplasia de 
cabelo e cartilagem e sindrome de Leigh. 

16. Dissomia uniparental materna do cro- 
mossomo 10 

O unico dado existente para este tipo de 
dissomia foi publicado somente em um 
resumo em 1992, em uma crianga com 
uma serie de sintomas que nao se sabe se 
estavam relacionados a dissomia, e novas 
investigagoes nao foram realizadas. 

17. Dissomia uniparentalpatema do cromos- 
somo 11 

Uma vez que na regiao up 15 estao loca- 
lizados genes com metilagao diferencial, 
a UPD afetara os fenotipos relacionados. 
Um destes clusters e regulado pela re¬ 
giao RCI-i (metilada no alelo paterno), 
enquanto o outro e regulado pela regiao 
RCI-2 (metilada no alelo materno). Uma 
vez que alguns destes genes sao cruciais 
para o controle do crescimento fetal, a dis¬ 
somia trara consequencias marcantes que 
incluem desenvolvimento pre-natal infe¬ 
rior ao normal, ocasionando baixo peso e 
tamanho ao nascer, dentre varias outras 
caractensticas discutidas anteriormente. 
Estas caractensticas estao presentes na 
SWB, que possui ate 30% dos casos origi- 
nados pela UPD paterna do cromossomo 
11. 37 Alem dessa sindrome, a redugao a 
homozigose j a foi associada a presenga de 
p-talassemia maior. 

18. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 12 

Somente um caso deste tipo de UPD foi 
registrado ate o momenta, em um recem- 
-nascido saudavel. 

19. Dissomia uniparental patema do cromos¬ 
somo 13 

Todos os casos registrados ate o momenta 
foram normais. 


20. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 13 

Sem fenotipo associado, a nao ser pelo 
surgimento de homozigose para a mutagao 
35delG no gene GJB2, o que levou a dimi- 
nuigao auditiva pre-lingual, sem nenhuma 
outra anomalia associada. 

21. Dissomia uniparental patema do cromos¬ 
somo 14 

Esta classe de UPD possui um fenotipo 
caracteristico, que inclui torax diminuido 
em formato de sino, defeitos da parede 
abdominal, poli-hidramnio, placentome- 
galia, atraso no desenvolvimento e face 
caracteristica da sindrome. Essas carac¬ 
tensticas sao relacionadas ao aumento da 
expressao do gene RTLi, que se encontra 
ativo somente no cromossomo paterno e, 
portanto, a dosagem de um gene ativo esta 
duplicada nesta classe de UPD. 

22. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 14 

Uma vez que o gene RTLi (alem do gene 
DLKi) esta ativo somente no cromossomo 
paterno, como ja descrito, esta classe de 
UPD provocara a ausencia de sua ex¬ 
pressao. Este problema esta relacionado 
com um fenotipo que inclui baixo peso 
ao nascer, baixa estatura, puberdade de 
inicio precoce, obesidade, maos pequenas, 
hipotonia, atraso no desenvolvimento e 
face caracteristica. Alem dessa sindrome, 
a redugao a homozigose ja foi associada 
a presenga de acromatopsia congenita 
completa. 

23. Dissomia uniparental patema do cromos¬ 
somo 13 

Conforme demonstrado anteriormente 
(Figura 11.1), a transcrigao dos genes da 
regiao I5qn-qi3 e regulada por uma regiao 
no primeiro deles, denominado SNRPN, 
que sofre metilagao somente no cromos¬ 
somo materno, impedindo a transcrigao 
destes genes a partir deste cromossomo. 
Por outro lado, por nao haver transcrigao 
nesta primeira parte do cluster , um RNA 
antissenso para um dos ultimos genes do 
cluster (UBE3A) nao e produzido. Entao, 
neste cromossomo (materno), este gene 
e expresso. Assim, em pacientes com 
UPD paterna do cromossomo 15, existe o 


141 


Citogenetica humana 



Maluf, Riegel & Cols. 


142 


aumento da expressao dos genes relacio- 
nados ao SNRPN e a ausencia de expressao 
do gene UBE3A, o que caracteriza 5% dos 
casos de SA, ja discutida na primeira parte 
deste capitulo. 

24. Dissomia uniparental materna do cro- 
mossomo 15 

Namesma regiao I5qn-qi3, o gene SNRPN 
sofre metilagao somente no cromossomo 
materno, impedindo a transcrigao dos 
genes subsequentes neste cromossomo. 
Assim, em casos de ausencia desta regiao 
do cromossomo paterno, todos os genes 
regulados pelo SNRPN estarao inativados, 
provocando a SPW. Dentre as causas para 
a diminuigao de expressao de genes desta 
regiao, esta a UPD materna do cromosso¬ 
mo 15 em 20% dos casos, pois a duplicagao 
do cromossomo materno na ausencia do 
paterno nao supre a expressao dos genes 
da regiao em questao. Alem dessa sindro- 
me, a redugao a homozigose ja foi associa- 
da a presenga de sindrome de Bloom. 

25. Dissomia uniparentalpaterna do cromos¬ 
somo 16 

Um recem-nascido com esta classe de 
UPD ja foi registrado, e as caracteristicas 
associadas foram retardo de crescimento 
intrauterino, pes calcaneos bilaterais e 
arco de mandibula rudimentar. Alem deste 
caso, um feto foi diagnosticado como sen- 
do portador de a-talassemia, causada pela 
redugao a homozigose. 

26. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 16 

Os fenotipos associados a esta classe 
de UPD sao extremamente variaveis. O 
primeiro caso diagnosticado se tratou 
de uma paciente absolutamente normal, 
mas, depois disto, uma serie de outros ca¬ 
sos foi registrada, cada um deles portando 
algumas caracteristicas que incluiam 
abortos espontaneos, retardo do cresci¬ 
mento, retardo mental e malformagoes 
cardiacas. 

27. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 17 

Somente um caso foi descrito ate o mo- 
mento, com nenhum efeito fenotipico 
associado. 


28. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 20 

Diferentes casos de dissomia desta classe 
foram detectados, sem a atribuigao de um 
fenotipo especifico. Alguns autores especu- 
laram o papel do gene GNAS sobre estes fe¬ 
notipos, uma vez que problemas geneticos 
e epigeneticos neste locus estao relacio- 
nados com pseudo-hipoparatireoidismo 
e osteodistrofia hereditaria de Albright, 
como discutido anteriormente neste ca¬ 
pitulo. Contudo, ate o momento nenhuma 
das caracteristicas tipicas destes disturbios 
foram encontradas nos casos de UPD ma¬ 
terna do cromossomo 20. 

29. Dissomia uniparental paterna do cromos¬ 
somo 21 

Uma grande variagao de fenotipos ja foi 
detectada em portadores desta classe de 
UPD, desde a presenga em fetos abortados 
espontaneamente, passando porum pacien¬ 
te com uma serie de malformagoes e severo 
retardo psicomotor, e ate mesmo a presenga 
desta UPD em pessoas saudaveis. 

30. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 21 

A UPD para este cromossomo foi a primei¬ 
ra a ser identificada, e a portadora se trata- 
va de uma mulher saudavel que foi testada 
por ter dado a luz a um bebe com trissomia 

21. Desde entao, outros cinco casos foram 
registrados, a maior parte demonstrando 
um fenotipo normal, com excegao de um 
menino que desenvolveu retardo psicomo¬ 
tor e convulsoes frequentes. 

31. Dissomia uniparental paterna do cromos¬ 
somo 22 

Dois casos foram registrados ate o mo¬ 
mento, com nenhum fenotipo anormal 
determinado. 

32. Dissomia uniparental materna do cro¬ 
mossomo 22 

Todos os casos registrados desta classe 
de UPD ate o momento ocorreram como 
mosaicismo, ou na placenta ou no feto. 
Em casos onde somente a UPDm do 22 
foi detectada, os fenotipos foram normais. 
A maior parte dos casos esta presente em 
pacientes com trissomia do cromossomo 

22, em graus variaveis de mosaicismo, o 



que dificulta a interpretagao do papel da 
dissomia em si. 

33. Isodissomia uniparental paterna do cro- 
mossomo X 

Uma paciente com cariotipo normal foi 
descrita como portadora deste tipo de UPD, 
e tambem de algumas caractensticas de sin- 
drome de Turner. Uma vez que aos 11 anos 
de idade a paciente possuia mosaicismo 
45,X/46,XX, com um pequeno numero de 
celulas 45,X, e estas estavam ausentes aos 
13 anos, e possivel que as caractensticas 
tenham sido causadas tanto pelo mosai¬ 
cismo quanto pela UPD. Um segundo caso 
de iUPD paterna do X em uma menina foi 
descrito, e ela apresentou retardo mental, 
baixa estatura e hipotonia muscular. Alem 
disso, existem alguns registros de iUPD, 
porem com cromossomos X aberrantes e, 
portanto, nao e possivel associar os fenoti- 
pos a presenga exclusivamente de UPD. 

34. Dissomia uniparental materna do cro- 
mossomo X 

Em individuos com numero normal de 
cromossomos X, o unico fenotipo anormal 
ja detectado foi devido a redugao a homo- 
zigose, causando distrofia muscular de 
Duchenne. Ja em mulheres com numeros 
anormais de cromossomos X, diferentes 
casos de heterodissomias foram descritos 
em mulheres 48,XXXX e 49,XXXXX, e 
nenhuma caracteristica adicional foi de- 
tectada nestas sindromes. 

35. Heterodissomia uniparental paterna dos 
cromossomos XeY 

Foi descrito um paciente do sexo mas- 
culino com cariotipo normal e ausencia 
de fenotipo relacionado, a nao ser pela 
presenga de hemofilia A, herdada do pai. 

Dissomias uniparentais de 
um segmento cromossomico e 
dissomias uniparentais complexas 

Dissomias uniparentais de 
um segmento cromossomico 

Esta classe de dissomias ocorre quando 
somente uma regiao cromossomica possui a 
mesma origem, embora o restante dos cro¬ 


mossomos do par possua origem biparental, 
e o cariotipo seja normal. O numero teorico 
possivel deste tipo de dissomia e infinito e, ate 
2008, 30 tipos de UPD de um segmento cro¬ 
mossomico ja haviam sido identificados em 
varios cromossomos, sendo 21 casos de disso¬ 
mia materna (a maioria isodissomias) e 5 casos 
de dissomia paterna. Destes cariotipos, varios 
foram associados com a presenga de doengas 
(como fibrose cistica e deficiencia de esteroi- 
de 21-hidroxilase), mas outros nao puderam 
ser relacionados com nenhum fenotipo anor¬ 
mal. Na Tabela 11 . 1 , estao listados casos ja 
relacionados a fenotipos anormais, revisados a 
partir de Engel, 37 " 39 Schinzel 38 e Kotzot. 36 Alem 
destes, outras UPDs de um segmento cromos¬ 
somico ja foram relatadas para os cromosso¬ 
mos 2, 5, 6, 7, 11, 14, 15, 17, 20 e X, mas sem 
nenhuma alteragao fenotipica. 

Dissomias uniparentais 
complexas: um cromossomo 
inteiro associado a uma 
translocagao simples 
ou robertsoniana de 
dois cromossomos nao 
homologos acrocentricos 

Ate 2008, um total de 38 dissomias ha¬ 
viam sido descritas nesta classe. Neste grupo, 
os casos mais comuns foram aqueles associa¬ 
dos a translocagao robertsoniana envolvendo 
os cromossomos 13 e 14, especialmente como 
heterodissomia do cromossomo 14, de origem 
materna. Na verdade, a maioria dos casos com 
fenotipo de UPD do cromossomo 14 foi desco- 
berta por causa da translocagao robertsoniana, 
frequentemente entre dois cromossomos 14. 

Neste grupo de dissomias complexas, 
encontram-se seis casos com SPW/SA: do 
primeiro grupo constam tres pacientes com 
translocagoes entre os cromossomos 14 e 15 e 
dois pacientes com o mesmo tipo de aberra- 
gao entre os cromossomos 13 e 15. Como estas 
translocagoes causaram sempre uma dissomia 
do cromossomo 15 de origem materna, o feno¬ 
tipo relacionado foi a SPW. Por outro lado, o 
segundo grupo conta com um unico caso de 
translocagao robertsoniana entre os cromos¬ 
somos 14 e 15, em um paciente com SA, pois a 
origem da dissomia foi paterna. 
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Dissomias uniparentais 
complexas: UPD de um 
cromossomo inteiro 
associada a um 
isocromossomo definido 
citogeneticamente 

Este tipo de dissomia, envolvendo uma 
quantidade normal de material genetico, e 
possivel se: 


• um isocromossomo substitui os dois ho¬ 
mologos de um par de cromossomos acro- 
centricos, ou 

• ha presenga de dois isocromossomos tanto 
para os bragos longos quanto para os cur- 
tos de um cromossomo nao acrocentrico. 

Ate o momenta, 45 pacientes ja foram de- 
tectados como sendo portadores deste tipo 
de dissomia complexa, a maioria tendo ori- 
gem materna. Dentre os 29 casos com origem 


TABELA 11.1 

Relacao entre UPD de segmentos cromossomicos e fenotipos alterados 


Cromossomo 

Origem 

Regiao 

Fenotipo 

1 

materna 

p11.2qter 

progeria do tipo Hutchinson-Gilford 


materna 

q22qter 

progeria do tipo Hutchinson-Gilford 


paterna 

q22qter 

progeria do tipo Hutchinson-Gilford 


materna 

p31 

amaurose de Leber 


materna 

p22.1 

doenga de Stargardt 

2 

materna 

q37.3 

hiperoxaluria tipo 1 


materna 

p12p11.2 

hipotireoidismo congenito 

3 

materna 

q21.3qter 

granulomatose cronica 

4 

materna 

q21q35 

abetalipoproteinemia 


materna 

p13p16 

sindrome de Ellis van Creveld 


? 

P 

diabete melito, diabete insipido, atrofia otica e surdez 
(DIDMOAD) 

5 

materna 

q32 

sindrome de Netherton 

6 

paterna 

p21.3 

deficiencia de esteroide 21-hidroxilase 


paterna 

q24qter 

diabete melito neonatal transitorio 

7 

materna 

q31qter 

sindrome de Silver-Russel 


materna 

q21qter 

fibrose cistica 


materna 

q 

fibrose cistica 

11 

materna 

q13qter* 

varios dismorfismos e baixa estatura 


paterna 

p15.5 

ate 20% dos casos de pacientes com sindrome de 
Wiedemann-Beckwith (portadores em mosaico) 


paterna 

p13pter 

sindrome de Wiedemann-Beckwith (portador em mosaico) 

14 

materna 

q23q24.2 

sindrome de UPDm do cromossomo 14 


materna 

q12q24.3 

sindrome de UPDm do cromossomo 14 


paterna 

q12qter 

sindrome de UPDp do cromossomo 14 

15 

materna 

q proximal 

sindrome de Prader-Willy 

20 

paterna 

q 

resistencia ao PTH 


‘Com trissomia parcial. 
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materna, 12 se tratavam de isocromossomos 
de I4q, enquanto que, dentre os 19 casos de 
origem paterna, os mais comuns envolveram 
isocromossomos de I3q, I4q e I5q. 

Outros exemplos incluem UPD materna do 
cromossomo 2, com dois isocromossomos (2p 
e 2q); UPD materna do cromossomo 9, com 
dois isocromossomos (9q e 9p); e UPD do cro¬ 
mossomo 7, com um isocromossomo 7q ma- 
terno e um isocromossomo 7p paterno. 

Dissomias uniparentais 
complexas: UPD de um 
cromossomo inteiro associada a 
um marcador supranumerdrio 
ou cromossomo em anel 

Esta classe de dissomias contem 33 casos 
descritos, sendo que 28 deles eram de origem 
materna. Destaca-se a presenga de 19 casos 
envolvendo o cromossomo 15, com fenotipos 
variaveis de acordo com a parte do cromos¬ 
somo envolvida. Exemplos sao os cariotipos 
47,XY,r(i5)/46,XX e 47,XY,+idic(i5)/46,XY. 
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Capitulo 12 


Temis Maria Felix 


Sitios frageis 


Introdu^ao 

Sitios frageis cromossomicos sao loci espe- 
cificos que apresentam instabilidade cromos- 
somica, visualizados como quebras ou falhas 
nos cromossomos metafasicos apos inibigao 
parcial da sintese de DNA. 

O termo sitio fragil foi sugerido em 1970 
para descrever quebras cromossomicas re- 
correntes no brago longo do cromossomo 16, 
em uma familia com segregagao de padrao 
mendeliano. No final da decada de 1970, foi 
descrito o sitio fragil na regiao Xq28 em fa- 
milias segregando deficiencia mental ligada 
ao X. Foi, entao, observada a necessidade de 
uso de meio de cultura pobre em acido folico 
para expressar este sitio fragil e outros sitios 
frageis autossomicos. 1 


Classifica^ao dos 
sitios frageis 

Os sitios frageis sao categorizados em duas 
classes principals, de acordo com a frequen- 
cia populacional: raros ou comuns (Tabela 
12.1). 2 

Os sitios frageis raros sao observados em 
menos de 5% da populagao e em geral sao cau- 
sados por expansao de trinucleotideos. Eles 
sao subdivididos de acordo com as condigoes 
de indugao utilizadas na cultura de celulas. 

Os sitios frageis comuns sao observados 
em todos os individuos, representando um 
componente da estrutura cromossomica nor¬ 
mal. A maioria dos sitios frageis comuns e in- 
duzida por afidicolina. 


Sitios frageis raros 

O maior grupo de sitios frageis e folato- 
-sensivel e esta associado com expansao de 
repetigoes CGG. Este grupo inclui: FRAXA, 
no gene FMRi , responsavel pela sindrome do 
X fragil; FRAXE, no gene FMR2, associado 
com retardo mental inespecifico. Os sitios fra¬ 
geis raros tambem podem ser induzidos por 
bromodeoxiuridina (BrdU), como FRA10B, e 
tanto por BrdU ou distamicina A, como por 
FRA16B. Os sitios frageis FRA10B e FRA16B 
sao respectivamente causados por minissate- 
lites AT de 42 e 33 pares de bases. 

Sitios frageis comuns 

Os sitios frageis comuns sao na sua maio¬ 
ria induzidos por afidicolina, um inibidor da 
DNA-polimerase. Outros sitios frageis comuns 
sao induzidos por BrdU ou 5-azacitidina, dro- 
gas inibidoras da metilagao do DNA. Ate o 
momento, 15 sitios frageis comuns induzidos 
por afidicolina foram clonados e completa- 
mente caracterizados. Em geral, ocorrem em 
regioes ricas em AT, porem sem evidencia de 
repetigao de expansao. Muitos deles estao lo- 
calizados dentro ou ao longo de genes conhe- 
cidos (Tabela 12 . 2 ). 

O primeiro sitio fragil comum caracteriza- 
do, o FRA3B, foi mapeado e clonado e esta lo- 
calizado dentro do gene FHIT. Este gene tern 
aproximadamente 900 kb, porem com um 
transcrito pequeno de somente 1,1 kb, pois 
possui dois grandes introns, onde FRA3B esta 
localizado centralmente. 

Dois outros sitios frageis comumente ex¬ 
presses tambem se encontram localizados em 
genes grandes. FRA16D localiza-se dentro do 
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gene WWOX, e FRA6E dentro do gene PERK2. 
Ambos os genes apresentam pequenos trans- 
critos e possuem grandes introns. 

Os sitios frageis comuns sao evolutivamen- 
te bem conservados em mamiferos, sendo 
descritos em varias especies diferentes como 
primatas, gato, cachorro, porco, vaca e ca- 
mundongos. 3 


Dinamica da replicagao 
dos sitios frageis 

Sitios frageis apresentam caracteristicas de 
replicagao tardia. Os sitios frageis raros apre¬ 
sentam repetigoes AT e CGG, podendo formar 
estruturas secundarias como grampo ( hair¬ 
pin ), triplex e tetraplex que resultam na ini- 
bigao da forquilha de replicagao do DNA. Os 
sitios frageis comuns como o FRA3B tambem 
apresentam replicagao tardia, pois aproxima- 
damente 16,5% do FRA3B permanecem nao 
replicados em G 2 depois da adigao de afidico- 
lina. As regioes dos sitios frageis iniciam a re¬ 
plicagao no inicio da fase S, porem completam 
a replicagao tardiamente, sendo as falhas e as 
quebras cromossomicas resultado do DNA 
nao replicado. 4 

A expansao CGG e os minissatelites AT 
tambem infiuenciam a montagem das uni- 
dades basicas da cromatina, os nucleosso- 
mos, contribuindo para a expressao do sitio 
fragil. 5 


Sitios frageis e doerujas 

Alguns sitios frageis tern sido relacionados 
com doengas na especie humana. Vejamos, a 
seguir, algumas delas. 

Smdrome do X fragil 

O sitio fragil FRAXA e expresso na sindro¬ 
me do X fragil. Esta e a forma mais comum de 
deficiencia mental herdada, com prevalencia 
de 1:4.000 a 1:6.000 nascimentos. Os indivi- 
duos apresentam caracteristicas clinicas como 
face estreita e alongada, orelhas proeminentes 
e macro-orquidia, associadas a alteragoes de 
comportamento como hiperatividade, aversao 
ao contato ocular, maneirismos de maos e al- 
teragao do humor. 6 

A repetigao CGG FRAXA esta localizada na 
regiao 5’UTR do gene FMRi (fragile mental 
retardation 1). Esta e uma regiao polimorfica 
com alelos variando entre 6 e 50 repetigoes 
CGG na populagao normal. Alelos com 55 a 
200 repetigoes CGG apresentam pre-mutagao. 
Na mutagao completa (acima de 200 repeti¬ 
goes CGG), ha metilagao da ilha CpG da regiao 
promotora do FMRi , inibindo a transcrigao 
do produto genico do FMRi , e falta da sintese 
da proteina FMRP. Esta proteina forma um 
complexo ribonucleoproteico mensageiro car- 
reando outras proteinas e RNA ao longo dos 
neuronios. 


TABELA 12.1 

Classificagao dos sitios frageis 


Classe 

Numero de loci 

Sequencia 

Sitios frageis raros 

31 


Folato-sensiveis 

24 

(CGG)n 

Induzidos por distamicina A 

5 

Rica em repetigao AT 

Induzidos por BrdU 

2 

Rica em repetigao AT 

Sitios frageis comuns 

87 


Induzidos por afidicolina 

76 

Rica em AT 

Induzidos por BrdU 

7 

Rica em AT 

Induzidos por 5-azacitidina 

4 

Nao caracterizada 


Fonte: Adaptada de Durkin e Glover . 2 









FRAXE apresentam mais de 200 repetigoes 149 
CGG, levando a hipermetilagao da ilha CpG, 
que determina a falta de transcrigao do gene 
FMR2 .5 

Sindrome de Jacobsen e FRA11B 

A sindrome de Jacobsen e causada por de- 
legao do brago longo do cromossomo nq23, 
na regiao do locus FRA11B. Ela apresenta in- 
cidencia de 1:100.000 e e caracterizada por 
deficiencia mental e atraso de crescimento, 
associados a caracteristicas facials como mi- 
crocefalia, trigonocefalia, hipertelorismo, 
epicanto, ptose palpebral, narinas anteverti- 
das e micrognatia. Cinquenta por cento dos 
individuos afetados apresentam cardiopatia 
congenita. Alguns casos ocorrem por trans- 
locagao balanceada herdada dos pais, porem, 
na maioria dos casos, a delegao e de novo , em 
geral no cromossomo de origem paterna. 

Sitios frageis comuns e cancer 


Individuos com a mutagao completa apre¬ 
sentam falta da protelna FMRP e as carac¬ 
teristicas cllnicas descritas anteriormente. 
Individuos com a pre-mutagao nao apresen¬ 
tam deficiencia mental, porem 28% das mu- 
lheres apresentam falencia ovariana precoce. 
A pre-mutagao tambem tern sido relacionada 
a sindrome de ataxia, tremor, demencia e dis- 
fungao autonomica na idade adulta. 

O diagnostico da sindrome do X fragil e 
realizado pela detecgao de expansao CGG por 
tecnicas de biologia molecular. A analise ci- 
togenetica do sltio fragil nao e recomendada 
para diagnostico desta sindrome, pois as tec¬ 
nicas de indugao do sltio fragil folato-senslvel 
FRAXA tambem expressam outros sitios fra¬ 
geis raros e comuns presentes na mesma re¬ 
giao cromossomica Xq27*3, como FRAXE e 
FRAXD, determinando erros de diagnostico. 

Deficiencia mental FRAXE 

O sltio fragil FRAXE esta associado com 
deficiencia mental leve sem caracteristicas 
fenotlpicas. E uma patologia rara com pre- 
Valencia de 1:100.000 a 1:150.000 na popu- 
lagao em geral. A repetigao CGG FRAXE esta 
localizada na regiao 5’UTR do gene FMR2 
(fragile mental retardation 2). Esta e uma 
regiao polimorfica com alelos variando entre 
4 e 39 repetigoes CGG na populagao normal. 
Individuos apresentando deficiencia mental 


Varios estudos tern demonstrado que os 
sitios frageis comuns sao locais onde frequen- 
temente ocorrem quebras e rearranjos em 
celulas cancerosas. Os sitios frageis comuns 
mais frequentemente expressos, FRA3B e 
FRA16D, se localizam nas regioes intronicas 
de genes supressores de tumor, os genes FHIT 
e WWOX, respectivamente. 


TABELA 12.2 

Sitios frageis comuns e genes associados 


Sltio fragil 

Localizagao cromossomica 

Genes associados 

FRA2G 

2q31 

IGRP, RDFIL, LRP2 e outros 

FRA3B 

3p14.2 

FHIT 

FRA4F 

4q22 

GRID2 

FRA6E 

6q26 

PARKIN, MAP3K4, LPA e outros 

FRA6F 

6q21 

REV3L, DIF13, FKHRL1 e outros 

FRA7E 

7q21.11 

LEP 

FRA7G 

7q31.2 

CAV.1, VAV2, TESTIN e MET 

FRA9E 

9q32-33.1 

PAPPA, ROD1, KLF4 e outros 

FRA16D 

16q23.3 

WWOX 

FRACB 

Xp22.3 

STS 


Fonte: Adaptada de Glover e colaboradores . 3 
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O gene FHIT (triade de histidina fragil) ca- 
talisa a hidrolise de polifosfato de diadenosina, 
e tem fungao de sinalizador celular e resposta a 
dano de DNA. FHIT frequentemente esta envol- 
vido em perda bialelica e outras anormalidades 
cromossomicas como delegao, transcrigao anor- 
mal e perda de expressao em tumores. Em celu- 
las cancerosas, a delegao mais comum envolve o 
exon 5 do FHIT, sendo detectado em adenocar¬ 
cinoma de esofago, cancer gastrico, carcinoma 
de celulas escamosas da cabega e do pescogo, 
linfomas de celulas B e cancer de pulmao. 5 


WWOX codifica uma proteina de 46 kDa 
que contem dois dominios WW e um dominio 
de cadeia curta desidrogenase/redutase que 
tem papel fundamental na via da apoptose. A 
inativagao espontanea de Wwox leva a oste- 
ossarcoma em camundongos j ovens Wwox- 
-/- e a carcinomas papilares de pulmao em 
adultos Wwox+/~. A delegao de marcadores 
de microssatelite dentro de FRA16D/IVW0A 
e prevalente em varios tumores, incluindo de 
mama, prostata, esofago, pulmao, estomago e 
carcinoma pancreatico. 5 


Referencias 

1. Sutherland GR. Fragile sites on human chro¬ 
mosomes: demonstration of their dependence 
on the type of tissue culture medium. Science. 
1977 Jul i5;i97(4300):265-6. 

2. Durkin SG, Glover TW. Chromosome fragile 
sites. Annu Rev Genet. 2007;41:169-92. 

3. Glover TW, Arlt MF, Casper AM, Durkin SG. 
Mechanisms of common fragile site instabili¬ 


ty. Hum Mol Genet. 2005 Oct 1544 Spec No. 
2^197-205. 

4. Arlt MF, Durkin SG, Ragland RL, Glover TW. 
Common fragile sites as targets for chromosome 
rearrangements. DNA Repair (Amst). 2006 Sep 
8;5(9-io):ii26-35. 

5. Debacker K, Kooy RF. Fragile sites and human 
disease. Hum Mol Genet. 2007 Oct 1546 Spec 
No. 2:Ri50-8. 

6. Felix TM, de Pina-Neto JM. Fragile X syndrome. 
Clinical and cytogenetic studies. Arq Neuropsi- 
quiatr. 1998 Mar;56(i):9-17. 



Capitulo 13 

Juan Clinton Llerena Junior 
Anna Luiza Vaz Serrao 


Sindromes de 
instabilidade cromossomica: 

anemia de Fanconi 


Introdu^ao 

As doengas de origem genetica que apre- 
sentam uma instabilidade cromossomica ou 
um padrao especifico de anomalias cromosso- 
micas como criterio diagnostico sao raras, po- 
rem muito bem documentadas. As sindromes 
anemia de Fanconi (AF), ataxia-telangiectasia 
(SAT) e Bloom (SB) representam os principals 
exemplos, tendo a instabilidade cromossomi¬ 
ca denotando uma provavel incapacidade na 
manutengao da integridade do genoma, mui- 
tas vezes descrita como decorrente de erros 
nos mecanismos de reparo do DNA. Na AF, a 
recente descoberta do supercomplexo BRAFT 
representou o ultimo elo necessario para 
vincula-la com as vias de reparo do DNA. 1 Na 
SAT, ha um importante disturbio de checa- 
gem do periodo de transigao G^S do ciclo ce- 
lular. 2 Na SB, mutagoes no gene da familia das 
helicases RECQ , responsaveis pelo sistema de 
reparo nas lesoes da fita dupla e de supressao 
das recombinagoes ilegitimas, sao implica- 
das. 2 A Tabela 13.1 lista as doengas descritas 
como tendo uma instabilidade cromossomica 
e relacionadas a um possivel erro de reparo do 
DNA atribuido a uma causa genetica. 

E bem conhecida a relagao entre estas 
doengas e a suscetibilidade ao cancer. A lo- 
calizagao e o tipo de cancer sao variados, po- 
dendo ocorrer em idade muito precoce, como 
na AF. E conhecida a predilegao por alguns 
sistemas, como o sistema linforreticular na 
SAT, ou o cancer ginecologico/oral na SF, ou 
ainda em multiplos sitios, como nos casos da 


SB. E reconhecida, tambem, a associagao com 
fenotipos clinicos distintos, como defeitos do 
eixo radial associados ao deficit pondero- 
-estatural e manchas do tipo “cafe com leite” 
na AF; telangiectasias oculares associadas a 
ataxia na SAT, ou ainda baixa estatura com 
lesoes faciais semelhantes ao lupus eritema- 
toso na SB. 

Neste capitulo, a AF sera re vista, sendo es- 
tabelecidas diretrizes para seu reconhecimen- 
to clinico atraves das tecnicas citogeneticas, 
entre outras. 


Anemia de Fanconi 
(OMIM 227650*) 

A AF e uma doenga de carater genetico com 
uma heranga autossomica recessiva (13 gru- 
pos de complementagao), exceto para o grupo 
B (ligado ao cromossomo X - OMIM 300514), 
que geralmente pode ser identificada a partir 
de dois referenciais clinicos: 

1. presenga de anomalias fisicas constitucio- 
nais, entre as quais se destacam pigmen- 
tagao cutanea anomala (manchas do tipo 
“cafe com leite” - 58,4%), deficit pondero- 
-estatural (60,9%), anomalias estruturais 
do eixo radial (51%), microcefalia (3 7%) e 
microftalmia (38,1%) (Tabela 13 . 2 ); 


* N. de R.T. OMIM - Online Mendelian Inheritance 
in Man. Catalago das Herangas Mendelianas Hu- 
manas. 
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2. invariavelmente associada a uma pancito- 
penia progressiva com eventual progressao 
para leucemia mieloide aguda (LMA) ou 
outras neoplasias (Tabela 13.3). 

Cerca de 25% dos casos de AF nao apre- 
sentam defeitos congenitos. A instalagao da 
sintomatologia hematologica frequentemente 
ocorre na primeira decada de vida e, excepcio- 
nalmente, no primeiro ano de vida. A falencia 
da medula ossea envolve as tres linhagens (se- 


rie vermelha, megacariocitos e serie branca) 
e tende a progredir para uma pancitopenia 
medular com uma medula ossea escassa de 
celulas e ocupada por fibrose e tecido gordu- 
roso. 5 Na experiencia pessoal dos autores em 
49 casos de AF, o diagnostico citogenetico de 
certeza nos casos investigados devido a mal- 
formagao congenita ocorreu em media aos 21 
meses de idade (17 dias a 2 anos e 8 meses) 
(Figura 13.1), enquanto entre os indivlduos 
encaminhados devido ao disturbio hematolo- 


TABELA 13.1 

Sindromes com instabilidade cromossomica constitucional ou erros de reparo do DNA de 
causa genetica 


I Sindrome 

Mecanismo(s) etiologico(s) provavel(is) 

Sindrome de Bloom a b - MIM 210900 

Mutagoes na helicase RECQ2; disturbio no 
reparo de danos tipo fita dupla e supressao de 
recombinagoes ilegitimas. 

Sindrome ataxia-telangiectasia classica 3 
(SAT)-MIM 251260 

Inibigao de transdugao e sinalizagao da checagem 
G1-S no ciclo celular. 

Anemia de Fanconi 3 - MIM 227650 

Mutagoes na via BRAFT de reparo do DNA. 

Sindrome de Werner b - MIM 604611 

Mutagoes na helicase RECQ3; disturbio no 
reparo de danos tipo fita dupla e supressao de 
recombinagoes ilegitimas. 

Sindrome de Rothmund-Thomson b - 
MIM 268400 

Mutagoes da helicase RECQL4; disturbio no 
reparo de danos tipo fita dupla e supressao de 
recombinagoes ilegitimas. 

Sindrome de Nijimegen c 
(variante 01 AT) - MIM 251260 

Mutagao no gene NBS1. 

Sindrome de Berlin (variante 02 AT) - 
MIM 251260 

Desconhecido. 

Sindrome ICF C - MIM 242860 

Disturbio global da metilagao; satelites classicos 
lie III. 

Xeroderma pigmentosum d - MIM 278700 

Defeito de reparo do tipo excisao dos dimeros de 
pirimidinas induzidas por UV. 

Sindromes com instabilidade cromossomica 
de carater familiar descritas de forma isolada 4e 

Desconhecido. 

Progeria f 

Desconhecido. 

Disqueratose congenita f 

Disfungao das telomerases com perda da 
manutengao dos telomeros. 

Incontinentia pigmentf 

Mutagoes do gene NEMO. 

Sindrome dos nevos e carcinoma basocelular 
(sindrome de Gorlin - MIM 109400) 

Mutagoes no gene PTCH. 


a Instabilidade cromossomica classica; b Mutagoes nas helicases RECQ; c Instabilidade genomica ou de 
metilagao genomica; d Ausencia de instabilidade cromossomica; instabilidade cromossomica em familias isoladas; 
1 1nstabilidade cromossomica casual. 












TABELA 13.2 

Defeitos congenitos em pacientes com anemia de Fanconi 



Idade ao diagnostico 


Anormalidade 

Todos os casos 

< 1 ano 

> 16 anos 

Numero de casos 

1.206 

43 (4%) 

104 (9%) 

Manchas do tipo “cafe com leite” 

55% 

37% 

61% 

Baixa estatura 

51% 

47% 

57% 

Membros superiores 

43% 

63% 

39% 

Cabega 

26% 

37% 

18% 

Olhos 

23% 

33% 

24% 

Renal 

21% 

42% 

19% 

Disturbios neurologicos 

11% 

5% 

8% 

Orelhas, audigao 

9% 

23% 

11% 

Membros inferiores 

8% 

16% 

7% 

Cardiopulmonar 

6% 

16% 

5% 

Gastrintestinal 

5% 

28% 

6% 

Sem anomalias 

25% 

16% 

23% 

Baixa estatura e/ou pele 

11% 

5% 

19% 


Fonte: Adaptada de Owen e colaboradores. 6 


gico, ocorreu aos 8 anos e 5 meses de idade 
(2 anos a 20 anos) (RAFIFF/RJ*). 8 Nessas 
situagoes, a revisao clinica dos casos afetados 
revelou quase que universalmente a presenga 
de deficit pondero-estatural, manchas do tipo 
“cafe com leite”, alem de alteragoes do eixo 
radial variando com uma hipoplasia discreta 
em um dos polegares associada a hipoplasia 
da regiao tenar (Figura 13.1). 

A AF ja foi descrita em todas as etnias e 
se aceita uma frequencia de 1:350.000 nas- 
cimentos. Contudo, frequencias de 1:20.000 
nascimentos ja foram relatadas para deter- 
minados grupos etnicos (p. ex., africaners), 
atribuidas a um efeito genetico fundador. 3 E 
bastante provavel que tal incidencia esteja su- 
bestimada, pois alem de 25% dos casos de AF 
nao apresentarem malformagoes congenitas 
(Tabela 13.1), 9 pacientes com anemia aplasica 
considerada de causa idiopatica (causa desco- 


* N. de R.T. RAFIFF/RJ - Registro de Anemia de 
Fanconi do Instituto Fernandes Figueira (FIOCRUZ), 
Rio de Janeiro. 


nhecida - AAI) nao sao regularmente investi- 
gados para AF pelo DEB-teste. Na experiencia 
dos autores, o estudo citogenetico em 248 ca¬ 
sos de AAI testados pelo DEB-teste identificou 
36 casos (14,5%) anteriormente nao diagnos- 
ticados como AF. Portanto, estas frequencias 
relatadas para AF devem ser interpretadas 
com cautela. O Quadro 13.1 mostra o proto- 
colo de aplicagao do teste citogenetico. 

As celulas de pacientes com AF sao carac- 
terizadas por um aumento espontaneo de que- 
bras cromossomicas. 10 Entretanto, o diagnos¬ 
tic© de AF nao se baseia apenas na presenga de 
quebras cromossomicas espontaneas, pois em 
cerca de 50% dos casos nao se identifica uma 
instabilidade espontanea em culturas de linfo- 
citos. A caracteristica celular patognomonica 
da AF e a incapacidade das celulas de reparar 
danos cromossomicos induzidos por drogas 
polifuncionais clastogenicas, produzindo pon¬ 
tes entre os filamentos do DNA. 11 As princi¬ 
pals drogas utilizadas no teste diagnostico da 
AF sao o diepoxibutano (DEB) e a mitomicina 
C (MMC), entre outras, em culturas de linfoci- 
tos perifericos. 12 O resultado da exposigao das 
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celulas de AF aos agentes alquilantes resulta 
em um excesso de quebras e rearranjos cro- 
mossomicos quando comparado aos controles 
normais. Entre as anomalias cromossomicas, 
observam-se quebras, fragmentos, rearran¬ 
jos especificos (trirradio, quadrirradio, tro- 
cas intercromatides) e rearranjos complexos 
(Figura 13.2). 10 ’ 13 Entre 124 casos investi- 
gados devido a malformagoes congenitas no 
Departamento de Genetica Medica do IFF/ 
FIOCRUZ (RJ), 8,06% foram positivos para 
AF, e 50% dos casos encaminhados tanto pelo 
quadro hematologico como por malformagao 
congenita foram positivos para AF. Deve-se 
ressaltar a importancia da investigagao cito- 
genetica pelo DEB-teste em possiveis doado- 
res de medula ossea. A Figura 13.3 mostra o 
algoritmo diagnostico na AF. 


Outros metodos diagnosticos 
para a anemia de Fanconi 

A citometria de fluxo avalia a cinetica do ci- 
clo celular e, nos casos de AF, uma proporgao 
maior de celulas concentradas na fase G 2 /M 
apos exposigao aos agentes clastogenicos su- 
gere o diagnostico. Ao contrario do numero 
limitado de celulas analisadas pelo metodo 
citogenetico tradicional, a citometria de fluxo 
permite a analise de milhares de celulas uti- 
lizando um metodo menos laborioso e mais 
subjetivo. Contudo, e necessaria uma instru- 
mentagao mais sofisticada. Este teste e reali- 
zado em laboratories especializados e nao esta 
disponivel de forma ampla no estudo das ins- 
tabilidades cromossomicas nos laboratories 


de analise clinica. Tal sistema podera dar um 
resultado falso-negativo em pacientes com 
sindrome mielodisplasica ou LMA. 

A analise de complementagao genica na AF 
pode ser obtida utilizando linfocitos, celulas 
linfoblastoides transformadas ou fibroblastos 
cultivados com celulas ou retrovirus transfec- 
tados de celulas do paciente com conhecidos 
genes do complexo FANC. Este tipo de teste 
ainda nao esta disponivel para uso clinico, es- 
tando limitado a disponibilidade de celulas ou 
DNA clonados para genotipos conhecidos da 
AF e restrito a poucos laboratories de pesqui- 
sa. Atualmente, existem 13 genes envolvidos 
na AF caracterizando, portanto, 13 grupos de 
complementagao genica. 

A analise molecular implica em determinar 
a presenga de uma mutagao especifica em um 
dos multiplos genes associ6ados na AF. Ela 
requer uma sofisticada metodologia labora- 
torial molecular. Na maioria dos laboratories, 
isso depende da determinagao do comple¬ 
ment© genico para direcionar a investigagao 
molecular diante da grande variedade de mu- 
tagoes e de genes na AF. O estudo molecular e 
utilizado para confirmar casos de AF quando o 
grupo de complementagao e conhecido, assim 
como em estudos familiares para determinar 
individuos afetados ou heterozigotos. Esta 
informagao molecular tern sido amplamente 
utilizada para a recente metodologia de diag¬ 
nostico pre-implantagao pre-natal em celula 
unica de familias em risco para AF. Nestas cir- 
cunstancias, a investigagao concomitante do 
complexo HLA permite selecionar embrioes 
sem AF e possiveis candidates a doadores de 
medula ossea pos-natal. 


TABELA 13.3 

Tipos de cancer na anemia de Fanconi 


Tipo 

Masculino 

Feminino 

Total 

Cabega e pescogo 

9 

12 

21 

Gastrintestinal 

3 

7 

10 

Ginecologico 

0 

16 

16 

Cerebro 

1 

3 

4 

Outros 

1 

8 

9 

Total 

14 

46 

60 


Fonte: Adaptada de Alter. 7 













O estudo do produto genico D2 por 
Western Blot consiste em identificar o produ¬ 
to proteico do gene D 2 , tanto em sua forma 
mais longa (D2 ubiquitinado - D2-L) como 
em sua forma mais curta (D2 nao ubiquitina¬ 
do - D2-C). Seguindo algum dano no DNA, 
o produto de pelo menos cinco genes da AF 
(grupos de complementagao A, C, E, F, G) e 
outros cinco produtos (ligases) formam um 
complexo proteico sinalizando e direcionan- 
do a monoubiquitinagao da proteina D2 para 
a cofocalizagao nuclear ao produto proteico 
BRCAi. Nos casos de AF, basta que um dos 
produtos deste complexo esteja ausente para 
que o complexo proteico nao se forme e, em 
consequencia, esta cadeia de eventos nao seja 
acionada. Desta forma, somente a cadeia cur¬ 
ta de D2 e visualizada no Western Blot nos 
casos de AF cuja alteragao genetica envolva os 


genes relacionados a este complexo proteico 

(Figura 13.4). 1 

A cultura de fibroblastos e util para os ca¬ 
sos de pacientes que tenham eventualmente 
mosaicismo somatico hematopoietico, ou para 
casos de diagnostico pre-natal para casais em 
risco, utilizando celulas provenientes da vilo- 
sidade corial ou do liquido amniotico. 

Muitos pacientes com hipoplasia/aplasia 
medular apresentam uma baixa populagao de 
linfocitos perifericos, alem de geralmente te- 
rem sido submetidos a multiplas transfusoes 
sanguineas, o que pode tornar a analise cro- 
mossomica dificil. Nestas circunstancias, o es¬ 
tudo citogenetico podera ser realizado em cul- 
turas de longa duragao, a partir de explantes 
de pele (fibroblastos), para o diagnostico da 
instabilidade cromossomica DEB-induzida. 12 
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Figura 13.1 

Paciente 1: (a) tipica 
face de paciente com 
anemia de Fanconi, 
sendo observada a hi- 
percromia periorbita- 
ria; (b) tipico defeito 
do eixo radial mos- 
trando malformagao 
congenita de ambos 
os polegares. Pacien¬ 
te 2: paciente com 
anemia de Fanconi 
encaminhado devido 
a AAI, examinado 
apos o diagnostico ci¬ 
togenetico ter sido es- 
tabelecido. Observar 
hipoplasia da regiao 
tenar e do polegar em 
comparagao a mao 
contralateral previa- 
mente nao observada. 
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Os estudos hematologicos na AF apontam 
que 98% dos casos poderao desenvolver dis- 
turbios hematologicos ate os 40 anos de ida- 
de, tendo a aplasia de medula ossea como a 
complicagao mais grave e frequentemente 
fatal. 5 E comum tambem a presenga de uma 
sindrome mielodisplasica ou LMA. Nos qua- 
dros de mielodisplasia, e frequente a associa- 
gao com clones celulares em preparados de 
medula ossea, preferencialmente envolvendo 
o cromossomo 7. A LMA, ao contrario da leu- 
cemia linfocitica aguda comum da infancia, e 
a complicagao hemato-oncologica na AF mais 
frequentemente descrita. 

E importante ressaltar a necessidade do 
estudo citogenetico em anemia aplasica (AA) 


dita idiopatica, especialmente para os ca¬ 
sos encaminhados ao transplante de medula 
ossea, alem de seus doadores. 14 A AA na AF 
tern merecido especial atengao com relagao 
aos transplantes de medula ossea, pois novos 
protocolos de condicionamento diferencia- 
do reduziram consideravelmente a morbi- 
-mortalidade associada com as complicagoes 
pos-transplante. 6 Entre os casos de AF com 
doadores relacionados, uma combinagao de 
protocolos tern sido utilizada com grande su- 
cesso, sendo um deles na experiencia do grupo 
brasileiro de Curitiba, 15 na qual sao relatados 
os resultados de 43 pacientes com AF trans- 
plantados a partir de individuos HLA aparen- 
tados. A maioria deles (37) teve doadores HLA 


QUADRO 13.1 


Metodo de cultivo celular para investigaqao da instabilidade 
cromossomica espontanea e DER-induzida em casos suspeitos 
de anemia de Fanconi 

0 implante das culturas de linfocitos e realizado em tubos de centrifuga estereis e descartaveis. 
Culturas para o estudo da instabilidade cromossomica devem se manter como cultura pareada sem 
a droga para estabelecer o numero de quebras cromossomicas espontaneas. 

Para obtengao de cromossomos metafasicos 

Em um tubo sao adicionados 6 ml_ de meio RPMI-1640 contendo antibioticos; 1,2 mL de soro fetal 
bovino; 0,2 mL de fitoemaglutinina M e 0,5 mL de sangue total. A cultura e mantida a 37°C durante 
72 horas, e uma hora antes do termino adiciona-se 0,05 mL de colchicina (0,8 pg/mL). Para o estudo 
das anomalias cromossomicas DEB-induzidas em culturas de sangue periferico utiliza-se a concen- 
tragao de 0,1 pg/mL desde o inicio da cultura por 72 horas. Para culturas envolvendo fibroblastos, a 
concentragao da droga DEB e reduzida para 0,01 ug/mL. 

Citologia, hipotonizagao e fixagao 

Apos as 72 horas do implante da cultura de linfocitos, centrifuga-se os tubos a 1.800 rpm por 10 
minutos e, em seguida, descarta-se o sobrenadante. Sao adicionados 6 mL de KCI (0,075 M) a cada 
cultura, e feita a homogeneizagao, e as amostras sao mantidas a 37°C por 30 minutos. Posterior- 
mente, essas amostras sao centrifugadas novamente a 1.800 rpm por 10 minutos, o sobrenadante 
e descartado, e o pellet e homogeneizado. Sao acrescentados 6 mL de fixador (3:1-metanol:acido 
acetico) a temperatura ambiente, e as amostras sao centrifugadas a 1.800 rpm por 10 minutos. O 
sobrenadante e descartado. A lavagem das amostras com fixador e feita ate o sobrenadante ficar 
totalmente limpido. 

As laminas, previamente lavadas e com lengol d’agua, sao preparadas com 1 a 2 gotas do pellet 
de cada cultura. 

As laminas sao coradas com corante standard (Giemsa), contam-se 25 a 50 metafases tanto nas 
culturas sem droga como na cultura exposta ao DEB, registrando as anomalias cromossomicas com- 
preendidas em: fragmento (f), anel (r), dicentrico (die), lacuna cromatidica (ctg) e cromossomica (csg), 
quebra cromatidica (ctb) e cromossomica (csb), trirradios (tr), quadrirradios (qr), rearranjos (rear), en- 
dorreduplicagao (end) e pulverizagao (pvz). Para o calculo do numero de quebras cromoss 
excluem-se as lacunas. Os rearranjos, incluindo trirradios e quadrirradios, contam como duas 
quebras cada. Celulas pulverizadas contam como 46 quebras cromossomicas por celula. 








compativeis dos irmaos; os seis restantes eram 
de doadores aparentados. Durante um perio- 
do de acompanhamento clinico de aproxima- 
damente 3,7 anos, 40 dos 43 pacientes esta- 
vam vivos. Entre os pacientes que apresenta- 
ram a sindrome enxerto-hospedeiro e falencia 
do TMO, os doadores eram HLA aparentados 
ou os pacientes apresentavam uma anomalia 
citogenetica clonal na MO. Os ensaios clinicos 
utilizando transference genica (terapia geni- 
ca) no tratamento da AF tem sido utilizados 
apenas em pesquisa medica. 

Diferentes tipos de cancer podem se insta- 
lar nos casos de AF, especialmente no trato di- 
gestivo e, no sexo feminino, o cancer ginecolo- 
gico tem-se sobressaido em relagao aos outros 
tipos de cancer (Tabela 13.3). A predisposigao 
ao cancer em idade jovem e uma caracteristica 
clinica reconhecida ha anos na AF. A compli- 
cagao hematologica (leucemia linfocitica agu- 
da), o cancer de cabega e pescogo e o cancer 
ginecologico (cervice) tem sido um padrao 
constante entre pacientes com AF, e as neo¬ 
plasias de cabega e pescogo estao entre os tu- 
mores mais frequentes em pacientes com AF. 7 
Com respeito ao aumento relativo de cancer 
em individuos heterozigotos, nao ha eviden- 
cias estatisticas consistentes e convincentes. 
Varios trabalhos recentes apontam para um 


aumento de 500 a 700 vezes na incidencia de 
cancer de celulas escamosas de cabega e pes¬ 
cogo na AF. O risco cumulativo para o desen- 
volvimento deste tipo de tumor e de cerca de 
14% para pacientes com AF que sobrevivam 
ate os 40 anos. A apresentagao, distribuigao 
e historia natural deste tipo de cancer na AF 
tambem sao diferentes quando comparadas a 
individuos sem AF (Tabela 13.4). 

As neoplasias de cabega e pescogo, de uma 
maneira geral, perfazem um grupo de doengas 
relacionadas com o carcinoma de celulas es¬ 
camosas. O cancer pode ocorrer em qualquer 
camada da mucosa do trato aereo-digestivo 
superior, comegando pela cavidade oral, naso- 
faringe e estendendo-se a orofaringe, laringe 
ou hipofaringe. Cerca de 30.000 novos casos 
sao diagnosticados anualmente e cerca de 30% 
deles nao sobrevivem. Os tumores de cabega e 
pescogo estao entre os cinco tipos mais comuns 
de neoplasias na populagao. O desenvolvimen- 
to destes tumores tem sido correlacionado com 
o uso de fumo e alcool. Mais recentemente, tem 
sido sugerido que virus causadores de cancer, 
tais como o papilomavirus humano (HPV) e o 
virus de Epstein-Barr (EBV), teriam um papel 
na fisiopatogenia destes tumores. 

De uma forma geral, os pacientes com AF 
desenvolvem os tumores de cabega e pescogo 
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Figura 13.2 

Metafase de culturas de 
linfocitos de um paciente com 
anemia de Fanconi exposta ao 
diepoxibutano. Observar os 
diferentes tipos de anomalias 
cromossomicas estruturais. 
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sem fatores de risco associados. O comporta- 
mento biologico destes tumores naAF e con- 
siderado agressivo, com metastase para linfo- 
nodos e invasao para os tecidos moles de for¬ 
ma precoce, refletindo, em consequencia, um 
prognostico clinico pior para os casos de AF. 

Varios tipos de tumores ocorrem em 
pacientes com AF que foram submetidos 
tambem a transplante de medula ossea. 
Frequentemente, tais tumores sao de lingua 
ou boca. Porem, a maioria dos casos ocorre no 
contexto da doenga enxerto versus hospedei- 
ro, em fungao das drogas imunossupressoras. 
O cancer de figado ocorre primariamente nos 
pacientes que fizeram uso de androgenios e 
podem ser monitorados pelas provas de fun¬ 
gao hepatica e a a-fetoproteina a cada 2 a 3 
meses, alem do ultrassom a cada 6 a 12 meses 
de intervalo. O monitoramento para o cancer 
em casos de AF inclui exame clinico pormeno- 
rizado a cada 4 a 6 meses e avaliagao ginecolo- 
gica no sexo feminino a cada 6 a 12 meses. 6 


Genetica molecular 
na anemia de Fanconi 

Na AF, 13 grupos de complementagao 
genica (A-N) foram identificados por es- 


tudos em celulas hibridas somaticas. Em 
consequencia, isso aponta para a existencia 
de pelo menos 13 genes relacionados na AF 
(FANCA-FANCN). A Tabela 13.5 lista estes 
genes, porem somente sete deles ( FANCA , 
FANCC, FANCD 2 , FANCE, FANCF, FANCG 
e FAN CL) estao clonados. A fungao destes 
genes a epoca da sua descoberta era des- 
conhecida; entretanto, em nivel celular, 
credita-se sua participagao no processo de 
reparo do DNA pela formagao de um super- 
complexo, denominado BRAFT, envolvendo 
os complexos da via Fanconi e da via Bloom 
(BLM). 1 Os genes A, C, F, E, G do grupo 
Fanconi formam um complexo proteico 
nuclear responsavel pela ubiquitinagao da 
proteina D2 a jusante (gene FANCD 2 ) atra- 
ves da ubiquitina ligase FANCL, ultimo dos 
genes identificado na AF e responsavel pela 
mobilizagao da proteina FANCD2, agora 
monoubiquitinada a cofocalizagao no nu- 
cleo com o produto do gene BRCAl , inician- 
do, consequentemente, o processo de reparo 
do DNA, em vigencia de insultos ao DNA e/ 
ou manutengao da integridade do ciclo ce¬ 
lular. 1 

O espectro de mutagoes para o gene FANCA 
e bastante heterogeneo, e todos os tipos de 
mutagoes estao representados (sem sentido, 
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Algoritmo diagnostico na 
anemia de Fanconi. 











sentido trocado, substitutes que afetam a 
fase de leitura, delegoes intragenicas), alem de 
um numero consideravel de polimorfismos. 
O gene FANCC tem um padrao mais restri- 
to de mutagoes. Uma mutagao intronica, em 
particular a (IVS4 + 4A-^T), tem sido apon- 
tada como prevalente entre judeus ashkena- 
zi e responsavel por um fenotipo mais grave, 
descrito como VACTERL-H, com instalagao 
precoce do disturbio hematologico, alem de 
uma sobrevida menor. 16 ’ 17 Contudo, tal cor- 
relagao nao foi observada em trabalhos mais 
recentes em pacientes de outras etnias. 18 ’ 19 
Informagoes detalhadas das mutagoes pre- 
sentes na AF podem ser encontradas no we¬ 
bsite Anemia de Fanconi. 20 Entre os italianos 
e sul-africanos (africaners) testados, 100% 
deles se enquadraram no grupo de comple- 
mentagao A {FANCA ) 21 enquanto que, para 
os judeus testados, 80% se enquadraram no 
grupo de complementagao C {FANCC). O au- 
mento da frequencia de casais consanguineos 
entre os casos de AF aponta para a classica 
heranga mendeliana autossomica recessiva 
e, desta forma, implica em verdadeiros casos 
homozigotos. Contudo, diferentes genotipos 
entre pacientes com AF tem sido observados, 
caracterizando-os como heterozigotos com- 
postos. 


Existem dois modelos animais (FACKOs) 
com expressao nula para o gene FANCC . 22 
Os camundongos FACKOs exibem fertilida- 
de reduzida, sensibilidade aumentada para 
a droga clastogenica DEB ou MMC e insta- 
bilidade cromossomica espontanea igual a 
encontrada na AF em humanos. Contudo, os 
animais FACKOs nao apresentam nenhuma 
anormalidade hematologica, apesar de tardia- 
mente apresentarem contagens reduzidas de 
BFU-E e CFU-GM dependentes do y-interfe- 
ron. Entretanto, injegoes intraperitoneais de 
MMC induziram uma pancitopenia ou morte 
precoce. Tais achados indicam que as celulas 
hematopoieticas, assim como outras celulas 
na AF, sao dependentes da manutengao da 
integridade genomica, e nao de fatores seto- 
riais exclusivos da hematopoiese. Os animais 
FACKOs nao apresentam a frequencia aumen¬ 
tada de cancer, como observado em humanos. 
Recentemente, Pang e colaboradores 23 propu- 
seram que o defeito hematopoietico da AF de- 
riva, em parte, de um desequilibrio entre os si- 
nalizadores e inibidores mitogenicos, da redu- 
gao de sinais transdutores aos receptores dos 
fatores de crescimento que ativam o STATi e 
do fator inibitorio do y-interferon, que nao e 
dependente do STATi, mas e dependente do 
FANCC. 
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Figura 13.4 

Western Blot de um pacien- 
te com AF (coluna da di- 
reita) mostrando apenas a 
fragao curta da proteina D2 
(D2-C) (forma nao monou- 
biquitinada) em compara- 
gao a um indivlduo normal 
com ambas as fragoes da 
proteina D2 presentes 
(D2-C e longa, forma mo- 
noubiquitinada - D2-L). 
[Imagem cedida pelo Dr. 
Julio Paixao - Laboratorio 
de Genetica Molecular Apli- 
cada - Institute Fernandes 
Figueira - FIOCRUZ - RJ], 
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TABELA 13.4 

Apresentagao, distribuigao e curso natural dos tumores de cabega e pesco90 em pacientes 
com anemia de Fanconi 



Tumor de cabe 9 a 
e pescoco na AF 

Tumor de cabe 9 a e 
pescoco na populagao geral 

Incidencia cumulativa aos 

40 anos de idade 

14% 

0,038% 

Idade de apresentagao (media) 

31 anos 

53 anos 

Razao feminino:masculino 

2:1 

1:2 

Uso de alcool e tabaco 

16% 

> 85% 

Sitio do tumor primario 

Cavidade oral - 65% 

Orofaringe - 10% 

Hipofaringe - 10% 

Laringe - 10% 

Desconhecido 5% 

Cavidade oral - 27% 

Orofaringe - 24% 

Hipofaringe - 8% 

Laringe - 41% 

Desenvolvimento de 
um segundo tumor 

63% 

15% 

Sobrevida em dois anos 

49% 

70% 

Tratamento 

Cirurgia 

Cirurgia 

Radiagao 

Quimioterapia 
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Genes da anemia de Fanconi 
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Gene 

Localizacao 

cromossomica 

Clonado 

Exons 

Peso molecular 
da protefna (da) 

FANCA 

16q 24.3 

Sim 

43 

165 

FANCB* 

Xp 22.31 

Nao 

10 

95 

FANCC 

9q 22.3 

Sim 

15t 

63 

FANCD1 ( BRCA2) 

13q 12-13 

Nao 

27 

380 

FANCD2 

3q 25.3 

Sim 

44 

155,162 

FANCE 

6p 21-22 

Sim 

10 

60 

FANCF 

lip 15 

Sim 

1 

42 

FANCG (XRCC9) 

9p 13 

Sim 

14 

68 

FANCI 

15q 25-26 

Nao 

37 

140,147 

FANCJ (BRIP1/ 
BACH1) 

17q 22-24 

Nao 

20 

140 

FANCL (PHF9) 

2p 16.1 

Sim 

14 

43 

FANCM ( HeF) 

14q 21.3 

Nao 

23 

250 

FANCN (PALB2) 

16p 12.1 

Nao 

13 

140 


* Ligado ao X. 
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Capitulo 14 


Sharbel Weidner Maluf 


Origem, causas e 
mecanismos de forma^ao 
das alteragoes cromossomicas 


Introdu^ao 

A origem das alteragoes cromossomicas 
tern sido investigada e varios resultados sur- 
preendentes tern sido publicados. O presen¬ 
te capitulo discute os resultados das ultimas 
pesquisas sobre como surgem as alteragoes 
cromossomicas, que podem causar doengas 
geneticas, cancer e o envelhecimento, depen- 
dendo das celulas atingidas. 

As alteragoes cromossomicas sao a causa re- 
conhecida de morte fetal mais frequente na nos- 
sa especie. A origem das alteragoes cromossomi¬ 
cas depende de varios fatores, incluindo fatores 
ambientais e geneticos, alem de fatores intrinse- 
cos ao individuo e ao momento, como o sexo e a 
idade. A formagao do gameta masculino depen¬ 
de de um numero de divisoes celulares que varia 
de aproximadamente 35, em um individuo de 15 
anos, ate 840, em homens com idade superior a 
50 anos, sendo que estas divisoes sao suscetiveis 
a erros, principalmente alteragoes estruturais. 
Ja o gameta feminino necessita de 24 divisoes 
celulares para ser formado, porem observa-se 
uma percentagem bem maior de erros de se- 
gregagao na meiose I materna, pelas diferengas 
inerentes ao processo de gametogenese, princi¬ 
palmente alteragoes numericas. 


Alteragoes numericas 

Euploidias 

As triploidias tern origem materna em 
aproximadamente 80% dos casos, com a in- 


corporagao de um corpusculo polar no oocito. 
Menos frequentemente (cerca de 20% dos ca¬ 
sos), a origem e paterna, pela fertilizagao de 
um oocito por dois espermatozoides. 1 

As tetraploidias tern origem na primeira 
divisao mitotica (clivagem) do zigoto, na qual 
os cromossomos se dividem normalmente, 
mas nao ocorre a citocinese, formando apenas 
uma celula com 92 cromossomos (endomito- 
se). Rarissimos casos foram descritos de fer¬ 
tilizagao de um oocito normal por tres esper¬ 
matozoides. 2 ’ 3 

Aneuploidias 

Uma condigao basica para elucidar os me¬ 
canismos da nao disjungao cromossomica e a 
determinagao precisa da participagao parental 
na origem do cromossomo extra, na divisao 
meiotica. Desde a identificagao dos primeiros 
humanos aneuploides, quase que meio seculo 
atras, muitas informagoes foram adquiridas 
sobre sua origem e etiologia. Sabemos que 
grande parte das aneuploidias deriva de erros 
na meiose I materna. 

Durante a mitose, uma celula divide-se 
em duas celulas-filhas, com numero diploide 
de cromossomos. A meiose deve produzir ce¬ 
lulas haploides a partir de celulas diploides. 
Um erro na distribuigao dos cromossomos 
na citocinese produz celulas-filhas aneuploi¬ 
des. Aproximadamente metade dos abortos 
espontaneos antes da 15 s semana de gestagao 
e aneuploide, com as trissomias representan- 
do a metade dos abortos anormais. 4 Estudos 
moleculares demonstraram que aneuploidias 





autossomicas tem origem predominantemente 
materna. 1 Na monossomia X (45,X), o X pre¬ 
sente e materno em 70 a 80% dos casos - ou 
seja, nesses casos, o X ou o Y paterno e que foi 
perdido na meiose ou nos primeiros estagios 
da embriogenese. 5 Aproximadamente 100% 
dos casos de trissomia do cromossomo 16, 
90% dos casos de trissomia do cromossomo 
22, 75% dos casos de trissomia do cromosso¬ 
mo 15 e 65% dos casos de trissomia do 21 sao 
atribuidos a erros durante a meiose I materna. 
Uma variagao consideravel na suscetibilidade 
a nao disjungao de diferentes cromossomos na 
meiose I materna tem sido encontrada. Estas 
diferengas podem ser, em parte, atribuidas aos 
diferentes modelos de recombinagao entre a 
meiose de homens e mulheres. Tambem com 
estudos moleculares, foi demonstrado que 
25% dos casos de trissomia do cromossomo 21 
e 10% dos casos de trissomia do cromossomo 
15 originam-se de erros na meiose II materna. 
Aproximadamente 50% dos casos de sindrome 
de Klinefelter resultam de erros na meiose I 
paterna. 

A nao disjungao meiotica e extremamente 
comum em humanos, sendo que no minimo 
3% de todas as gestagoes clinicamente reco- 
nhecidas sao trissomicas. 6 Estudos com mar- 
cadores moleculares localizados no cromosso¬ 
mo 21 revelaram que cerca de 4,5% dos casos 
de sindrome de Down por trissomia livre do 
cromossomo 21 sao causados por erros mito- 
ticos, nao tendo influencia da idade materna e 
nem da origem (paterna ou materna) do cro¬ 
mossomo extra. 7 A origem do cromossomo 21 
extra foi estudada com marcadores molecula¬ 
res, sendo materna em 86 a 88% dos casos, 
cerca de 75% por erros em meiose I e 25% em 
meiose II. A origem paterna foi evidenciada 
em 8 a 9% dos casos, com 38 a 50% em meiose 

I e 50 a 62% em meiose II. 18-10 

A nao disjungao durante a meiose I mater¬ 
na e o principal, mas nao o unico, mecanismo 
gerador de aneuploidia. A separagao prematu¬ 
ra dos cromossomos homologos antes da ana- 
fase I e das cromatides-irmas antes da meiose 

II tambem pode levar a aneuploidia. Essa se¬ 
paragao prematura aumenta a probabilidade 
tanto de cromossomos homologos quanto de 
cromatides-irmas de migrarem para o mes- 
mo polo. Dados clinicos mostram que mais de 
50% dos casos de trissomia do cromossomo 
18 sao causados por falhas de segregagao das 


cromatides-irmas durante a meiose II. Em 
contraste com defeitos meioticos, erros de se¬ 
gregagao mitotica pos-zigoticos raramente re¬ 
sultam em gestagoes trissomicas clinicamente 
reconhecidas. A trissomia do cromossomo 7 e 
uma excegao, na qual aproximadamente 60% 
dos casos resultam de erros mitoticos. 5 

Pangalos e colaboradores 11 demonstra- 
ram que o mosaicismo parental esta presen¬ 
te nas gonadas (celulas das gonadas de um 
dos individuos do casal tem duas linhagens: 
47,+21/46) em 40% das familias com recor- 
rencia de trissomia livre do cromossomo 21 
em irmaos. Nestes casos, nao ocorrem erros 
de segregagao durante a meiose, pois as celu¬ 
las aneuploides ja estavam presentes nas go¬ 
nadas de um dos genitores, formando assim 
gametas com duas copias do cromossomo 21. 

Idade materna 

Devido a grande incidencia em neonatos, 
as trissomias autossomicas 21, 13 e 18 tem 
grandes consequencias individuals e socioeco¬ 
nomicas. A idade materna avangada e o mais 
bem documentado 12 fator de risco para essas 
aneuploidias, mas os mecanismos biologicos 
deste fenomeno ainda estao sob investigagao, 
nao existindo influencia de raga, geografia ou 
status socioeconomico na relagao da idade 
materna com o risco de trissomia. A idade ma¬ 
terna e o fator etiologico mais comum associa- 
do a aneuploidia, sendo que os pesquisadores 
concordam que essa relagao resulta de um au- 
mento das chances de ocorrer nao disjungao 
nos ovarios com a idade. 


Mecanismos da 
nao disjungao 

As cromatides normalmente estao ligadas 
ao fuso mitotico com a ajuda dos cinetocoros. 
A reuniao dos cromossomos na placa equa¬ 
torial requer que um cinetocoro de uma das 
cromatides-irmas esteja ligado a um polo, pela 
formagao de microtubulos daquele polo, en- 
quanto o cinetocoro da outra cromatide-irma 
deve estar ligado ao outro polo pela formagao 
de microtubulos a partir deste outro polo. Se a 
separagao das cromatides nao ocorrer no tem¬ 
po certo, pode acontecer uma nao disjungao 
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e as duas cromatides podem ir para a mesma 
celula-filha. 

Orientagao merotelica 
do cinetocoro 

Um dos mecanismos possiveis para que 
ocorra a perda de cromossomos na anafase e 
a orientagao merotelica dos cinetocoros, isto 
e, quando uma unica cromatide tem seu cine¬ 
tocoro ligado por microtubulos aos dois polos 
opostos da celula, em vez de ligar-se a apenas 
um, como ocorre normalmente. Neste caso, 
a disjungao das cromatides-irmas e normal, 
mas uma das cromatides permanece na placa 
equatorial durante a anafase, sendo puxada 
por forgas opostas. 13 

Alteragoes do fuso mitotico 

A formagao anormal do fuso mitotico pode 
ocorrer como resultado de alteragoes nas pro- 
teinas que formam o fuso ou pela formagao de 
mais de dois centrossomos. 14 ’ 15 A maioria dos 
tumores solidos apresenta aumento do nume- 
ro de centrossomos e da frequencia de aneu- 
ploidias. 16 A proteina STKi5/Aurora2 e uma 
serina treonina quinase associada a formagao 
dos centrossomos, que pode induzir aneuploi- 
dia e apresenta uma expressao aumentada nas 
linhagens celulares de cancer de colo. 17 

O produto do gene do fuso anormal (asp) 
e importante para direcionar o fuso mitotico 
nos polos. Removendo a fungao da proteina 
asp da celula, observa-se a perda do centro de 
organizagao dos microtubulos. 18 Alteragoes 
funcionais no fuso mitotico tambem podem 
causar a perda do movimento cromossomico 
na anafase, causando distribuigao desigual dos 
cromossomos nas celulas-filhas. O movimento 
unipolar dos cromossomos na anafase tambem 
pode causar aneuploidia. O controle do ciclo 
celular, que envolve varias proteinas, constitui 
um mecanismo importante para que nao ocor- 
ram erros na segregagao dos cromossomos, e 
esta descrito em detalhes no Capitulo 4. 

Recombinagao 

A recombinagao mantem os cromossomos 
homologos ligados ate o periodo certo para 


haver a segregagao correta na meiose I. Em 
modelos animais, mutagoes que afetam a re¬ 
combinagao entre os cromossomos aumen- 
tam a taxa de aneuploidia. 

Existe uma relagao entre a nao disjungao 
do cromossomo 21 e a recombinagao anomala 
na meiose. Enquanto erros na meiose I estao 
associados a recombinagao reduzida, erros na 
meiose II materna estao associados a recom¬ 
binagao aumentada entre os cromossomos/ 
cromatides nao separados. Desta forma, to- 
dos os erros meioticos maternos envolvendo 
o cromossomo 21 parecem ser iniciados na 
meiose I. Alem disso, os casos de trissomia 
do cromossomo 21 com origem na meiose I 
materna estao associados a frequences re- 
duzidas de recombinagao meiotica relaciona- 
das a idade. 19 De maneira geral, ocorre mais 
recombinagao na meiose feminina do que na 
masculina, porem recombinagoes meioticas 
proximas aos telomeros sao mais frequentes 
na meiose masculina. 20 

Efeito intercromossomico (ICE) 

Portadores de aberragoes cromossomi- 
cas balanceadas tem um risco maior de nao 
disjungao de outros cromossomos. Essa evi- 
dencia surgiu do fato de que pais de individu- 
os com sindrome de Down por trissomia livre 
sao mais frequentemente portadores de alte¬ 
ragoes cromossomicas balanceadas do que o 
resto da populagao. Desta forma, o diagnosti- 
co pre-natal esta indicado para portadores de 
alteragoes cromossomicas balanceadas, mes- 
mo se os possiveis gametas nao balanceados 
nao puderem levar a uma prole viavel. 1 


Mecanismos de formagao 
das alteragoes estruturais 

As quebras cromossomicas podem ocorrer 
em qualquer estagio do ciclo celular, durante 
G v S, G 2 , mitose ou meiose. Se um cromosso¬ 
mo quebra durante a fase G x do ciclo celular, 
quando o cromossomo e constituido de ape¬ 
nas uma cromatide, a quebra pode passar pela 
fase S e aparecer como uma quebra das duas 
cromatides (cromossomica ou isocromatidi- 
ca) na proxima metafase. Se uma quebra nao 
levar a um rearranjo cromossomico, o resulta- 



do sera um cromossomo deletado e um frag- 
mento acentrico, que sera perdido na proxima 
divisao celular. 

De maneira geral, as alteragoes cromosso- 
micas estruturais de novo tem origem prefe- 
rencialmente paterna. Os gametas masculinos 
sao suscetiveis ao acumulo de lesoes no DNA 
porque sua capacidade de reparo diminui no 
final da espermatogenese. 21 Essas lesoes po- 
dem ser reparadas pelo repertorio enzimatico 
do oocito apos a fertilizagao, 22 mas se isso nao 
ocorrer ou se o dano for mal reparado, alte¬ 
ragoes na fita dupla de DNA podem originar 
alteragoes cromossomicas estruturais no zi- 
goto, que persistem no cariotipo constitutivo 
do individuo que sera gerado. A grande maio- 
ria das alteragoes cromossomicas estruturais 
inicia com quebra cromossomica, seguida ou 
nao de rearranjos. Um cromossomo que per- 
de um telomero tem grande probabilidade de 
se unir a outra molecula de DNA. Duas que- 
bras no mesmo cromossomo podem resultar 
na formagao de um anel cromossomico e dois 
fragmentos acentricos, que serao perdidos na 
proxima divisao celular. 

As delegoes cromossomicas podem estar 
associadas a eventos de recombinagao entre 
cromatides-irmas ou cromatides nao irmas. 
Para delegoes terminais, sao mais frequentes 
os casos de origem paterna (io:i). 23 Ja para 
delegoes intersticiais, a origem parental e 
mais bem distribuida, com uma pequena pre¬ 
dominance de origem materna (6:4). 24 

No caso das duplicagoes, parece que a 
origem materna e apenas um pouco mais 
frequente. Porem, para algumas alteragoes 
cromossomicas especificas, como a translo- 
cagao robertsoniana 14; 21 de novo, os iso- 
cromossomos adicionais 8p, 9p, I2p e i8p e 
os cromossomos isodicentricos 15 e 22, a ori¬ 
gem materna e claramente mais frequente. 20 
Algumas duplicagoes e ate triplicagoes, como 
as da regiao I5qn-qi3, apresentam mecanis- 
mos mais complexos de formagao, sendo que 
multiplas sequencias repetidas podem estar 
envolvidas. 25 

Os cromossomos envolvidos em translo- 
cagoes robertsonianas foram estudados em 
varios trabalhos com resultados similares: um 
significante excesso de rob(i3;i4) e rob(i4;2i) 
e uma relativa escassez de todas as outras. As 
mais frequentes parecem ter um mecanismo 


de formagao diferente das raras. Apesar de am- 
bas as formas ocorrerem predominantemente 
durante a meiose, as mais comuns tem origem 
na oogenese, enquanto que as mais raras tem 
origens menos definidas, mais randomicas. 26 
Os produtos de segregagao das translocagoes 
robertsonianas tambem tem sido examinados 
e parece que, enquanto um numero igual de 
descendentes com translocagoes balanceadas 
e cromossomos normais e herdado por ho- 
mens portadores, ocorre um excesso de trans¬ 
locagoes balanceadas na prole de mulheres 
portadoras. Alem disso, mulheres portadoras 
de translocagoes robertsonianas transmitem, 
mais frequentemente que homens portadores, 
o produto desbalanceado da translocagao ro¬ 
bertsoniana. 27 

A formagao dos isocromossomos pode 
envolver diferentes mecanismos. Isocro¬ 
mossomos encontrados em celulas neoplasi- 
cas sao formados por quebra centromerica, 
sugerindo o mesmo mecanismo de formagao 
das translocagoes de brago inteiro. 28 Ja para o 
isocromossomo do X, frequentemente encon- 
trado na sindrome de Turner, mais de um me¬ 
canismo pode ser observado. Lorda-Sanchez 
e colaboradores 29 demonstraram origem ma¬ 
terna em nove dos 14 casos estudados. Destes 
nove, dois apresentaram heterozigose entre 
os bragos, sugerindo que o mecanismo de 
formagao foi o mesmo das translocagoes de 
brago inteiro, enquanto os outros sete casos 
apresentaram homozigose para todos os loci 
estudados, o que provavelmente indica um 
erro na divisao centromerica ou troca entre 
cromatides-irmas. 

A maioria das inversoes cromossomicas 
humanas surge de um evento unico, ao acaso, 
sendo transmitida de geragao para geragao, ja 
que, na maior parte dos casos, nao ocorre se- 
legao contra esse tipo de alteragao. Uma pro- 
porgao significante de inversoes paracentricas 
e pericentricas tem pontos de quebra recor- 
rentes e pode ter sido originada por diferentes 
mecanismos ou ter uma origem comum, ou 
seja, as inversoes podem ser identicas por des- 
cendente. 30 Em uma revisao de 446 casos de 
inversoes paracentricas, nao foi encontrada 
nenhuma inversao i8p, I9q, 2oq e Yp. As in¬ 
versoes paracentricas sao mais frequentes nos 
cromossomos 1, 3, 5, 6, 7,11 e 14, sendo menos 
frequentes nos cromossomos 4, 16, 17, 18, 19, 
20, 21, 22 e Y. Os bragos cromossomicos mais 
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166 afetados por inversoes sao 6p, 7q, nq e I4q; 

e os menos afetados sao 2p, 2q, 3q, 4q e 6q. 
As inversoes cromossomicas mais frequentes 
neste estudo foram: 3(pi3p25), 6(pi2p23), 
6(pi2p25), 7(qnq22) e Ii(q2iq23). Dos casos 
estudados, 8,5% eram inversoes de novo . 31 Em 
uma analise de 448 translocates reciprocas e 
220 inversoes, Youings e colaboradores 32 evi- 
denciaram que 28% das translocates e 8,5% 
das inversoes (a mesma frequencia do estudo 
anteriormente citado) eram de novo. 


Infertilidade masculina 


A infertilidade masculina tern sido bastan- 
te relacionada a anormalidades cromosso¬ 
micas. Aberrates cromossomicas sao muito 
mais frequentes em homens inferteis do que 
na populagao em geral e essa diferenga pode 
ser analisada em pacientes de clinicas de fer- 
tilizagao assistida. Por exemplo, a incidencia 
de sindrome de Klinefelter e 30 vezes maior 
em homens que procuram clinicas de fertili- 
zagao 33 e 100 vezes maior quando o problema 
e especificamente de azoospermia, 34 em com- 
paragao com a populagao em geral. A inciden¬ 
cia de rearranjos cromossomicos estruturais 
tambem e mais frequente nesses pacientes, 
com o risco 10 vezes maior. 33 ’ 35 

A frequencia de anormalidades cromosso¬ 
micas nos espermatozoides produzidos por 
pacientes de clinicas de fertilizagao assistida 
tambem apresenta aumento: principalmente 
dissomia do cromossomo 21 e de cromosso- 
mos sexuais. A maioria das anormalidades au- 
tossomicas tern origem na meiose I materna, 
embora alguns casos (menos que 10%) sejam 
de origem paterna. 36 Estudos imunocitoqui- 
micos revelaram anomalias nos modelos de 
recombinagao em celulas germinativas de ho¬ 
mens inferteis e subferteis. 37 Baixas taxas de 
recombinagao estao associadas a maior susce- 
tibilidade a erros na meiose I. 


Controle de checagem 
do ciclo celular 


O controle do ciclo celular (checkpoint 
control ) esta representado por alguns me- 
canismos de vigilancia, que podem parar a 


progressao do ciclo celular quando anorma¬ 
lidades na sintese de DNA, na formagao de 
quiasmas e nas ligagoes do fuso com os ci- 
netocoros sao detectadas. Durante a meiose, 
o controle de checagem do fuso acromatico 
pode induzir uma interrupgao na meiose e 
ate a morte celular em casos de disturbios no 
processo. As diferengas na origem (paterna 
ou materna) das aneuploidias podem estar 
relacionadas a diferengas na tolerancia do 
programa meiotico no pareamento e na acei- 
tagao de anormalidades. Durante a esperma- 
togenese, as alteragoes citogeneticas podem 
dar um sinal de parada e disparar um pro¬ 
cesso apoptotico, enquanto um controle de 
checagem mais permissivo levaria os oocitos 
a progredirem na metafase II, independente- 
mente das alteragoes. 38 


Causas toxicogenomicas, 
nutrigenomicas e 
farmacogenomicas 


Os agentes mutagenicos podem induzir le- 
soes no DNA nuclear, que podem ser reparadas 
por diferentes mecanismos de reparo. Lesoes 
nao reparadas ou mal reparadas levam a aber- 
ragoes cromossomicas. Dependendo do agente 
mutagenico presente, diferentes mecanismos 
de reparo sao ativados. De acordo com alguns 
calculos feitos em 1970, o cromossomo 1 con- 
tem uma molecula de DNA de 7,5 centimetros 
de comprimento. 39 Essas dimensoes enormes 
das moleculas de DNA as tornam alvos perma- 
nentes de lesoes causadas por agentes mutage¬ 
nicos quimicos e fisicos. Uma das consequen- 
cias microscopicamente visiveis destas lesoes e 
a aberragao cromossomica. 

As quebras de fita dupla de DNA, causadas, 
por exemplo, por radiagao ionizante, alguns 
antibioticos ou endonucleases, sao as lesoes 
com maior efeito biologico ja observado e po¬ 
dem, tambem, ter origem espontanea atraves 
de uma variedade de processos celulares. A ra¬ 
diagao ionizante e o agente mutagenico mais 
bem estudado e se apresenta muito eficiente 
na indugao de aberragoes cromossomicas em 
todos os estagios do ciclo celular. 10 

Estudos epidemiologicos e experimentais 
tern demonstrado que componentes da dieta, 
tais como algumas vitaminas e fibras, inibem a 



mutagenese e a carcinogenese. A maior parte 
do efeito protetor de frutas e vegetais pode ser 
devida aos micronutrientes. Consumo insufi- 
ciente de micronutrientes, como o acido folico 
e as vitaminas C e B 6 , pode danificar o DNA e 
causar cancer e doengas degenerativas. 41 Se al- 
guns agentes quimicos e fisicos podem causar 
quebras cromossomicas, e de se esperar que 
tanto a dieta quanto alguns medicamentos 


utilizados possam produzir alteragoes signifi- 
cativas tanto em celulas somaticas como em 
germinativas. A boa noticia e que hoje se sabe 
que essa interagao entre agentes mutagenicos 
e DNA pode ser inibida por fatores que agem 
diretamente sobre o reparo do DNA, aumen- 
tando a eficiencia desse sistema, ou por agen¬ 
tes que interagem com o agente mutagenico, 
anulando ou diminuindo seu efeito. 
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Capitulo 15 


Tecnica de aberragoes 
cromossomicas para 
avalia^ao do dano de DNA 


Introdu^ao 

Uma das consequencias biologicas da ex- 
posigao humana as radiagoes ionizantes ou 
aos agentes quimicos genotoxicos e a indugao 
de aberragoes cromossomicas (ACs), as quais 
sao consideradas importantes marcadores de 
exposigao. Elas representam a parte visivel de 
um grande espectro de alteragoes no DNA, as 
quais podem atingir o numero ou a estrutura 
cromossomica. 1?2 

A analise de ACs e um teste de mutagenici- 
dade para a detecgao de alteragoes estruturais, 
sendo um dos poucos metodos diretos para 
mensurar mutagoes em sistemas expostos a 
mutagenicos ou carcinogenicos potenciais. 
Trata-se de um teste de uso generalizado para 
diversos sistemas e diferentes organismos e 
tecidos, podendo ser conduzido tanto in vitro 
como in vivo . 3 

As ACs estao intimamente relacionadas a 
doengas como neoplasias, nas quais se verifi- 
ca uma correlagao positiva entre a frequencia 
de ACs nos linfocitos e o desenvolvimento do 
cancer. 1 

Testes de genotoxicidade in vitro tern, ge- 
ralmente, um nivel de sensibilidade muito 
maior do que testes in vivo , tendendo a su- 
perestimar a possivel atividade mutagenica 
quando extrapolado para situagoes in vivo . 4 

A indugao de aberragoes em cromossomos 
de eucariotos in vivo por qualquer agente, 
alem de avaliar a mutagenicidade, e um indi¬ 


cative de que ele provavelmente tambem seja 
carcinogenico, ao menos no organismo ava- 
liado (Tabela 15.1). Trata-se de uma avalia- 
gao citogenetica classica, internacionalmente 
aceita para biomonitoramento. 3 


Origem das aberragoes 
cromossomicas 

Os efeitos genotoxicos de um mutagenico 
potencial dependem dos seus alvos celulares. 
Alguns quimicos necessitam ser metaboli- 
zados antes de adquirirem a sua capacidade 
mutagenica. Os agentes mutagenicos podem 
induzir alteragoes genomicas atingindo o 
DNA direta e/ou indiretamente, pela agao so- 
bre proteinas envolvidas na manutengao da 
integridade do genoma (Figura 15.1). 5 Por 
exemplo: a radiagao ionizante atinge o DNA 
diretamente, formando quebras de fita dupla 
e de fita simples. Os efeitos indiretos da ra¬ 
diagao ionizante, por sua vez, ocorrem apos a 
interagao de fotons com as moleculas de agua, 
levando a hidrolise e a produgao de radicais 
livres, os quais subsequentemente atacam o 
DNA e as proteinas. 6 ’ 7 

As consequencias das interagoes entre 
agentes mutagenicos e seus alvos podem levar 
a diferentes tipos de dano de DNA (adutos de 
DNA, sitios alcali-labeis, quebras na fita de 
DNA) e mutagoes, que incluem desde altera¬ 
goes de um unico nucleotideo (mutagoes de 
genes) a alteragoes estruturais (mutagoes de 
cromossomos) ou, ainda, alteragoes cromos- 
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somicas numericas (mutagoes genomicas). O 
destino da celula e determinado com base na 
forma em que as diversas lesoes infiltradas 
no genoma sao reparadas ou eliminadas via 
apoptose. 8 

ACs estruturais podem ser induzidas por 
quebras diretas no DNA, por replicagao de 
um molde de DNA danificado, por inibigao 
na sintese de DNA ou ainda por outros me- 
canismos (p. ex., inibidores de topoisomera- 
se II). As quebras nas cadeias duplas do DNA 
sao as lesoes primarias fundamentals para a 
formagao de ACs, que podem ser induzidas 
ou espontaneas, sendo que os mecanismos de 
reparo dessas lesoes em celulas eucarioticas 
envolvem uma variedade de tipos, levando, na 
maioria das vezes, a reuniao nao homologa do 
DNA lesionado. 1 ’ 2 

Muitos compostos que apresentam resul- 
tados positivos no teste de ACs correspondem 
a carcinogenicos; entretanto, nao existe ainda 
uma correlagao perfeita entre o teste e a car- 
cinogenicidade (Quadro 15.1). Essa correla¬ 
gao tambem e dependente da classe do agente 
quimico em questao e, alem disso, existe uma 
crescente evidencia de que alguns carcinoge¬ 
nicos nao sao detectaveis pelo teste em fungao 
de aparentemente agirem por mecanismos 
distintos e nao pelo dano direto ao DNA. 9 


Aberragoes cromossomicas 
em linfocitos do 
sangue periferico 

A frequencia de ACs em linfocitos do san¬ 
gue periferico tern sido aplicada por decadas 


como biomarcador de efeitos precoces de 
carcinogenicos genotoxicos, em abordagens 
de exposigao tanto ambiental como ocupa- 
cional (incluindo biodosimetria de radiagao). 
A frequencia de ACs pode ser justificada por 
uma possivel exposigao, deficiencia de mi- 
cronutrientes ou fatores de suscetibilidade 
individuals, como metabolismo carcinogenico 
e polimorfismos relacionados a estabilidade 
genomica. 10 

Assumindo que os mecanismos de forma¬ 
gao de dano cromossomico sao similares nos 
diferentes tecidos, pode-se esperar que o nivel 
de dano em linfocitos reflita o nivel de dano 
de tecidos propensos ao cancer, bem como in¬ 
dicar o risco de neoplasias. 11 A vantagem de 
estudar linfocitos humanos e que eles circu- 
lam por todo o organismo, sendo, portanto, 
expostos a qualquer agente mutagenico, seja 
ele fisico ou quimico, independentemente da 
origem de entrada (oral, inalatoria, dermica, 
etc.). Outra vantagem e o fato de os linfocitos 
serem capazes de refletir danos recentes. 4 


Aberra^oes estruturais: 
cromossomicas versus 
cromatidicas 

Aberragoes estruturais podem ser de dois 
tipos: cromossomicas ou isocromatidicas 
(ACSs), quando ocorrem simultaneamente 
nas duas cromatides de um cromossomo, e 
cromatidicas (ACTs), quando ocorrem em 
uma so cromatide. A geragao de ACs estru¬ 
turais requer uma ou diversas quebras de fita 
dupla de DNA. Entretanto, os mecanismos 
de formagao de ACSs e ACTs aparentemente 


TABELA 15.1 

Diferencas entre o ensaio de aberragoes cromossomicas in vivo e in vitro 


Vantagens 

Desvantagens 

In vivo 

Os efeitos de um agente genotoxico 
podem ser observados em um 
organismo vivo. 

A maioria dos estudos e retrospectiva e os 
resultados precisam ser comparados com 
controles adequados. 

In vitro 

Diferentes concentragoes do agente 
podem ser estudadas (inclusive 
concentragoes bem acima das 
observadas in vivo). 

Nao e possivel avaliar os efeitos dos metabolitos. 
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diferem de acordo com o agente mutagenico 
em questao (radiagao ionizante ou quimicos) 
e envolvem tambem mecanismos especificos 
de reparo de DNA. 12 

ACSs resultam de quebras de fita dupla 
nao reparadas ou com reparo incompleto, na 
sua maioria geradas in vivo , em linfocitos na 
fase Go-Gi do ciclo celular, por clastogenos 
fase-S-independentes (p. ex., radiagao ioni¬ 
zante). Durante a sintese do DNA, as aber- 
ragoes formadas em G 0 -G! sao duplicadas, e 
as quebras e trocas do tipo cromossomicas 
(p. ex., cromossomos dicentricos, em anel e 
translocagoes balanceadas) sao visualizadas 
na metafase. As ACTs sao formadas predomi- 
nantemente in vitro , durante a fase S de lin¬ 
focitos em cultura, em resposta a modificagao 
de bases e a quebras de fita unica induzidas 
in vivo por clastogenos fase S-dependentes (p. 
ex., quimicos). 2 ’ 12 


Exposures de 
curto prazo versus 
exposi<joes de longo prazo 

Para o biomonitoramento de exposigoes 
cumulativas, ACs estruturais estaveis (p. ex., 
translocagoes) correspondem aos biomarcado- 
res mais relevantes. Este tipo de alteragao pode 
ser propagado a geragoes celulares posteriores 
e, por essa razao, permite a avaliagao de exposi¬ 
goes mais antigas. Os estudos feitos sobre o aci- 
dente em Goiania (BR) com cesio-137 possibili- 
taram demonstrar o desaparecimento progres¬ 
sive de aberragoes instaveis e o contraste com 
a persistencia de translocagoes, as quais foram 
observadas utilizando-se tecnicas de FISH. 4 

Cromossomos dicentricos, por sua vez, sao 
facilmente identificados pelo metodo de co- 


Figura 15.1 
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QUADRO 15.1 


Protocolo — teste in vitro de aberracoes cromossomicas 9 

Introdugao: para o teste in vitro, geralmente e necessario utilizar uma fonte exogena de ativagao 
metabolica. Esse sistema de ativagao, no entanto, nao reproduz totalmente as condigoes in vivo de 
mamiferos. E preciso ter cuidado, tambem, para evitar condigoes que possam conduzir a um resul- 
tado positivo, mas que nao seja decorrente de mutagenicidade intrinseca e sim de alteragoes no pH, 
na osmolaridade ou de altos indices de citotoxicidade. 

Princfpios do teste: culturas celulares (com e sem ativagao metabolica) sao expostas a determi- 
nada substancia a ser testada. Em intervalos predeterminados, apos a exposigao das culturas. e 
aplicado um composto quimico que paralisa as celulas em metafase (p. ex., colcemid ou colchicina). 
Posteriormente, as culturas sao processadas e coradas, e as metafases celulares sao analisadas ao 
microscopio para a presenga de ACs. 

Descricao do teste 

• Celulas: uma variedade de linhagens celulares, ou culturas celulares primarias, incluindo celulas 
humanas, pode ser utilizada (p. ex., fibroblastos de hamster chines, linfocitos do sangue periferico 
de humanos ou outros mamiferos). 

• Preparagao das culturas: no caso da utilizagao de linfocitos, o sangue total e primeiramente tra- 
tado com um anticoagulante (p. ex., heparina). Os linfocitos tambem podem ser separados, antes 
da cultura. As amostras sao adicionadas a um meio de cultura contendo um mitogeno (p. ex., 
fitoemaglutinina) e incubadas a 37°C. 

• Ativagao metabolica: as culturas devem ser expostas ao composto em teste, na presenga e na 
ausencia de um sistema apropriado de ativagao metabolica. 0 sistema mais comumente utilizado 
e o S 9 . As condigoes do sistema de ativagao metabolico dependerao da classe do quimico a ser 
testado. 

• Concentragoes das exposigoes: dentre os criterios para a determinagao da maior concentragao 
aplicada estao a citotoxicidade, a solubilidade no sistema do teste e as modificagoes no pH ou 
na osmolaridade. 

• Controles: em cada experimento, devem ser incluidos controles positivos e negativos (solvente ou 
veiculo), ambos com e sem a ativagao metabolica. 

• Tratamento com a substancia do teste: no caso da utilizagao de linfocitos, o tratamento deve ser 
feito em torno de 48 horas apos a estimulagao do mitogeno. 

• Tempo de cultura: as culturas devem ser expostas a substancia em teste por 3 a 6 horas e entao 
incubadas por um periodo equivalente a cerca de 1,5 do comprimento do ciclo celular normal. 

• Preparagao dos cromossomos: as culturas celulares geralmente sao tratadas com colcemid ou 
colchicina de 1 a 3 horas antes do seu processamento. A preparagao dos cromossomos envolve 
o tratamento hipotonico das celulas, a fixagao e a coloragao. 

• Analise: pelo menos 200 metafases bem definidas devem ser consideradas por concentragao e 
controle, igualmente divididas entre as duplicatas, se aplicavel. Esse numero pode ser reduzido 
quando forem observadas quantidades maiores de aberragoes. 

Analise dos resultados: a unidade experimental em questao e a celula; portanto, a porcentagem de 
celulas com ACs estruturais deve ser avaliada. Diferentes tipos de ACs estruturais devem ser listados 
juntamente com seus respectivos numeros e frequences, para culturas experimentais e controles. 
Os gaps sao registrados separadamente e em geral nao estao incluidos no total de frequencia de 
aberragoes. 

Avaliagao e interpretagao dos resultados: existem diversos criterios para a determinagao de resul¬ 
tados positivos, tais como aumento reproduzivel de celulas com ACs ou relacionado com a concen¬ 
tragao. Metodos estatisticos podem ser utilizados como um complemento na avaliagao dos resulta¬ 
dos; entretanto, eles nao devem ser o unico fator determinate de um resultado positivo. 


(continua) 
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Obs. 1: existem tres metodos principals de visualizagao de cromossomos aplicada a analise de ACs: 
a coloragao com Giemsa, as tecnicas de bandeamento e a hibridizagao in situ por fluorescencia 
(FISH). A analise por coloragao com Giemsa e limitada a quantificagao de ACs (quebras, gaps). A 
tecnica de bandeamento G, por sua vez, e mais informativa e permite definir o sitio de quebra prefe¬ 
rence nos cromossomos. Ja a tecnica de FISH, com utilizagao de sondas centromericas e pericen- 
tromericas, tern sido amplamente utilizada na detecgao de ACs numericas. 13 

Obs. 2: a sensibilidade (menor dose detectavel/concentragao) do ensaio de ACs depende do tipo de 
mutagenico avaliado. No caso particular da exposigao a radiagao ionizante, ACs estruturais podem 
ser detectadas a partir de doses de 0,5 a 1 Gy. 5 


loragao classica com Giemsa, que representa 
um biomarcador bastante atrativo, especial- 
mente no acesso de casos de exposigao recen- 
te, 5 podendo ser quantificado pela tecnica de 
micronucleos, atraves das pontes nucleoplas- 
maticas (ver Capitulo 17). Estas estruturas 
sao bem mais instaveis que as translocagoes 
- portanto, em um periodo de 3 a 4 anos apos 
a exposigao, a maior parte dessas anormalida- 
des nao e mais visualizada. 4 


Tipos de aberra^oes 
cromossomicas 
estruturais observadas 

Os exemplos utilizados seguem o sistema 
de nomenclatura internacional. 14 

• Cromossomos dicentricos (die): cro- 
mossomo formado a partir da quebra de 
dois cromossomos e da uniao dos segmen- 
tos com centromero. Um cromossomo di- 
centrico e contado como um cromossomo 
na nomenclatura. 

Exemplos: 

45,XX,dic(i3;i3)(qi4;q32) 

Ocorreu quebra e jungao nas bandas I3qi4 e 
I3q32, nos dois cromossomos 13 homologos, 
para formar um cromossomo dicentrico. Nao 
existe cromossomo 13 normal. Se nao for pos- 
sivel demonstrar que o cromossomo dicen¬ 
trico foi originado pela quebra e reuniao das 
cromatides-irmas, pode ser designado, por 
exemplo, como dic(i3)(qi4q32). 


45, XX,dic(i3; I5)(q22;q24> 

Quebras na banda q22 do cromossomo 13 e 
q24 do cromossomo 15, com posterior uniao 
para formar um cromossomo dicentrico. 

• Associagao telomerica (tas): em as- 

sociagoes telomericas envolvendo dois 
cromossomos, o cromossomo sexual ou o 
autossomico de menor numero e especi- 
ficado primeiro. As bandas terminals dos 
cromossomos envolvidas na associagao 
telomerica sao indicadas no segundo pa- 
renteses. Cromossomos envolvidos em as- 
sociagoes telomericas sao contados como 
cromossomos separados. 

Exemplo: 

46, XX,tas(i2;i3)(q24.3;q34) 

Associagao entre as regioes telomericas dos 
bragos longos dos cromossomos 12 e 13. 

• Quebra cromossomica (chrb): e uma 

descontinuidade no mesmo locus de am- 
bas as cromatides de um mesmo cromos¬ 
somo, originando um fragmento acentrico 
e um cromossomo monocentrico anormal 

(Figura 15.2). 

Exemplo: 

Chrb(i4)(q24) 

Quebra nas duas cromatides na banda q24 do 
cromossomo 14. 

• Quebra cromatidica (chtb): e uma 

descontinuidade de uma unica cromatide, 
na qual existe um desalinhamento claro 
(Figura 15.2). 
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Exemplo: 

chtb( 3 )(p 24 ) 

Quebra cromatidica na banda p24 do cromos- 
somo 3. 

• Falha cromossomica (chrg): e uma 

regiao nao corada (lesao acromatica) no 
mesmo locus de duas cromatides-irmas, 
onde existe um desalinhamento minimo 
das cromatides (Figura 15.3). 

Exemplo: 

chrg(i2)(qi5) 

Falha nas duas cromatides na banda qi.5 do 
cromossomo 12. 

• Falha cromatidica (chtg): e uma re¬ 
giao nao corada (lesao acromatica) de uma 
unica cromatide na qual existe um desali¬ 
nhamento minimo (Figura 15.3). 

Exemplo: 

chtg(5)(q22) 

Falha cromatidica na banda q22 do cromos¬ 
somo 5. 


O destino das celulas 
portadoras de aberra^oes 
cromossomicas 

Tendo em vista que as ACs estruturais po- 
dem ser induzidas por quebras de DNA, as 
consequencias dessas alteragoes dependem 
do que ocorrer a partir das quebras, as quais 
podem ser totalmente reparadas (de modo 
que a forma original do cromossomo e res- 
taurada); reunidas de forma incorreta ou nao 
sofrer reparo. Os dois ultimos casos podem 
ser observados ao microscopio, em celulas em 
metafase. O tipo de AC e determinante para o 
destino celular. Se a celula abriga aberragoes 
instaveis (p. ex., cromossomos dicentricos, 
em anel ou fragmentos), ela pode ser elimina- 
da por apoptose, em uma via p53-dependente. 
Entretanto, no caso de alteragoes estaveis (p. 
ex., translocagoes balanceadas), podem ocor¬ 
rer efeitos deleterios ao organismo, ja que a 
indugao de apoptose e bem menos efetiva nes¬ 
ses casos. 15 



Figura 15.2 

Ilustragao de quebras 
cromossomicas e croma- 
tidicas. (a) e (b) Que¬ 
bra isocromatidica ou 
cromossomica. (c) e (d) 
Quebra cromatidica. 


Figura 15.3 


Ilustragao de 
falhas cromosso¬ 
micas e cromati- 
dicas. (a) Falha 
isocromatidica ou 
cromossomica. (b) 
Falha cromatidica. 
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Troca entre 
cromatides-irmas 


As trocas entre cromatides-irmas (SCEs, 
de sister chromatid exchange ) representam 
manifestagoes citologicas de permutas en¬ 
tre produtos de replicagao do DNA, em loci 
homologos das cromatides-irmas de um cro- 
mossomo duplicado. 1 0 processo de troca en- 
volve quebras na cadeia de DNA e posterior 
reuniao. 2 

O emprego desse teste na avaliagao de res- 
postas citogeneticas a exposigoes quimicas e 
comum, 3 e excelentes relagoes dose-resposta 
de varios agentes quimicos tern sido estabe- 
lecidas em uma grande variedade de experi- 
mentos in vitro e in vivo , em humanos e ani- 
mais de laboratorio. 1 

Diferentes eficiencias de indugao a danos 
no DNA sao observadas durante a agao de 
cada agente testado, e cada tipo de lesao gera- 
da parece ser processado diferentemente pela 
celula, resultando em tipos diferenciados de 
dano. 4 As variaveis capazes de influenciar a 
indugao de SCEs incluem o tipo de celula es- 
tudada, a habilidade inerente ao organismo 
testado de metabolizar o agente em questao, 
a exposigao previa e/ou concomitante do sis- 
tema testado a outros agentes, e o tempo em 
que as celulas do sistema testado sao expos- 
tas no ciclo. 5 Determinados quimioterapicos, 
drogas antineoplasicas, infecgoes bacteria- 
nas e virais, doengas cronicas e malignidades 


podem exercer influencia na frequencia de 
SCEs. 6 Como exemplos de agentes indutores 
de SCEs avaliados em estudos anteriores, po- 
demos citar: 

• Agentes alquilantes: etilmetanossulfonato 
(EMS), mitomicina C (MMC); 

• Corantes que se ligam ao DNA: daunorru- 
bicina; 

• Bases analogas: bromodeoxiuridina (BrdU 
- analogo de timina); 

• Irradiagao: luz UV, BrdU + luz; 

• Virus: virus simio 40 (SV40); 

• Demais agentes: acetaldeido. 

Mesmo ainda possuindo bases molecula- 
res obscuras, a formagao de SCEs e, aparen- 
temente, consequencia de erros na replicagao 
do DNA, possivelmente na propria forca de 
replicagao. A analise das SCEs, apos exposi¬ 
goes in vivo , demonstra persistencia e acu- 
mulo limitados, refletindo nos processos de 
reparo do DNA, assim como no turnover ce- 
lular. 1 Experimentos indicam que a formagao 
de SCEs pode ser mediada por recombinagao 
homologa, 3 ’ 7 sugerindo que interrupgoes na 
forca de replicagao levam a um aumento na 
frequencia de recombinagoes - evidencia si- 



milar as fases iniciais da recombinagao homo- 
loga, resultando na formagao de SCEs . 7 

Estudos demonstram que nao ha associa- 
gao direta entre indugao de SCEs e efeitos 
celulares adversos ou consequencias na sau- 
de dos individuos estudados. Portanto, essa 
analise possui valor limitado para avaliagoes 
de risco, podendo ser empregada como do- 
simetro biologico ou como biomarcador de 
exposigao . 1 ’ 2 O ideal e utilizar outra tecnica, 
como a de aberragoes cromossomicas ou de 
micronucleos, concomitantemente. 

As SCEs sao muito sensiveis como indica- 
dores de efeitos genotoxicos, quando compa- 
radas, por exemplo, a aberragoes estruturais. 
Porem, as SCEs nao sao indicadoras de efeito 
mutagenico . 1 A habilidade de quimicos ge¬ 
notoxicos de induzirem um aumento signi- 
ficativo de SCEs em culturas celulares e em 
amostras de celulas provenientes de animais 
tratados, alem da facilidade da analise de 
SCEs, tern tornado essa tecnica atrativa para 
ensaios de curta duragao (Quadro 16.1). 


Entretanto, a carencia de especificidade para 
a detecgao de atividade mutagenica, o meca- 
nismo de formagao incerto e a duvidosa sig- 
nificancia biologica da SCE tern levado ao seu 
uso reduzido, nao sendo utilizada frequente- 
mente, como um teste de rotina na genetica 
toxicologica . 2 

Os niveis de SCEs em linfocitos do sangue 
periferico sao utilizados como um indice do 
potencial mutagenico relacionado a fatores 
ambientais. Nao e apropriada a utilizagao de 
niveis elevados de SCEs na avaliagao do risco 
de cancer, pela falta de associagao dessa res- 
posta a algum efeito celular . 1 Os niveis basais 
de SCEs flutuam entre individuos e estudos 
realizados, mas, em media, 10 SCEs ocorrem 
espontaneamente em ciclos celulares huma- 
nos normais, o que reforga a relagao entre SCE 
e replicagao do DNA . 3 

A detecgao de SCEs exige alguns recursos 
para marcar diferencialmente as cromatides- 
-irmas, sendo que o metodo mais utilizado e 
o da replicagao do DNA na presenga do nu- 
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Figura 16.1 

Metafase de um 
paciente com 
sindrome de Bloom 
exibindo varias SCEs. 
O diagnostico 
desta sindrome 
e realizado com a 
tecnica de SCE (ver 
Capitulo 13) (cedida 
por Riegel, M. Medical 
Genetics Institute, 
Universitat Zurich). 
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QUADRO 16.1 


Descri^ao da tecnica 

0 sangue coletado deve ser mantido em tubos heparinizados. Recomenda-se que as amostras se- 
jam processadas dentro de 24 horas, a partir do momento da coleta - caso nao seja possivel, o 
sangue periferico pode ser mantido sob refrigeragao (temperatura abaixo de 8°C) por alguns dias. As 
amostras de sangue periferico ou de celulas mononucleares isoladas sao adicionadas a um meio de 
cultura contendo fitoemaglutinina (PHA) e BrdU, incubado a 37°C. 

As culturas devem ser cuidadosamente protegidas da luz em todas as etapas ate o processa- 
mento, a fim de evitar a fotolise do BrdU. A concentragao de BrdU utilizada nao deve afetar a cinetica 
celular (normalmente 10 a 20 pM), sendo que o BrdU deve ser adicionado ao meio no inicio da cultura 
ou nao mais de 24 horas apos a adigao do mitogeno (PHA), evitando, assim, um padrao de colora¬ 
gao confuso. A precisao das solugoes de BrdU utilizadas e a concentragao de BrdU no meio sao 
consideragoes importantes, ja que o BrdU influencia os niveis de SCEs. Sao estabelecidas culturas 
duplicadas para cada amostra sanguinea, porem um maior numero de culturas pode ser designado, 
se considerado necessario. 

A incorporagao de BrdU nas celulas em replicagao permite a identificagao inequivoca de celulas 
metafasicas na segunda divisao. O tempo de cultura deve ser determinado de acordo com o sistema 
de cultura utilizado, devendo resultar em uma proporgao adequada de celulas metafasicas na segun¬ 
da divisao celular, facilitando, assim, a posterior analise. 

As culturas celulares sao tratadas com colchicina, geralmente 1 ou 2 horas antes da interrup- 
gao da cultura. O processamento do material retirado e realizado atraves de solugoes hipotonicas 
(0,075 M KCI) e fixadoras (3 metanohl acido acetico), da mesma maneira que no exame de cariotipo. 
Uma vez fixadas, as celulas podem ser armazenadas por um tempo praticamente indeterminado 
em solugao fixadora (em temperatura de 4 a -20°C). As laminas sao preparadas de acordo com 
metodologias padronizadas, e as celulas devem ser coradas utilizando-se um metodo de coloragao 
adequado, que permita uma boa diferenciagao das cromatides-irmas. 

O numero de celulas metafasicas a serem analisadas deve ter como base a frequencia de SCEs 
usualmente observadas em estudos ja realizados, ou em expectativas com base em um controle 
historico de dados. Como isso nem sempre e possivel, para a finalidade de identificagao de uma 
possivel presenga de pequena proporgao (-10%) de celulas com elevada frequencia de SCEs, 
recomenda-se a avaliagao de 80 celulas por individuo. 

A busca ao microscopio das celulas metafasicas deve ser realizada com objetivas de menor au- 
mento (lOx ou 20x), e as celulas aparentemente intactas, com cromossomos espalhados, devem ser 
examinadas em aumento de 1.000x, com oleo de imersao. Apenas as metafases da segunda divisao, 
identificadas pelo padrao de coloragao uniforme e diferenciado, contendo 46 centromeros, devem 
ser consideradas e analisadas. Cada permuta de coloragao entre as cromatides-irmas e contada 
como uma SCE. Trocas de coloragoes nos centromeros podem resultar em vieses nos resultados, 
portanto nao devem ser consideradas. 

A frequencia de SCEs e calculada para cada individuo, nao havendo um metodo estatistico 
estabelecido para aplicagao. O teste estatistico a ser utilizado depende, portanto, da distribuigao 
dos dados. 

O aumento estatisticamente significativo na frequencia de SCEs entre a populagao exposta, 
em comparagao a populagao controle, e considerado um resultado positivo. Ou seja, o agente em 
questao foi capaz de induzir erros na replicagao e danos no DNA dos linfocitos referentes aos indivi- 
duos expostos. O embasamento para o resultado positivo se deve a relagao dose/resposta quando 
individuos com diferentes niveis de exposigao sao considerados. 


Fonte: Adaptado de Albertini e colaboradores . 2 










cleosideo halogenado BrdU por dois ciclos 
celulares consecutivos ou, ao menos, no pri- 
meiro dos dois ciclos celulares consecutivos 
que ocorrem em cultura . 2 Esse metodo pode 
ser realizado em qualquer celula eucariotica 
capaz de incorporar o marcador por um ciclo 
de replicagao e, em seguida, ser submetida a 
um segundo ciclo de replicagao, no qual a pre- 
senga do marcador e opcional . 1 

Assim como ocorre com outras tecnicas uti- 
lizadas para o monitoramento de populagoes, 
quanto ao efeito genotoxico, estudos com o 
teste de SCE devem ser seguidos de informa- 
goes especificas sobre a populagao estudada, 
tais como estilo de vida, estado de saude e fa- 
tores intrinsecos, como a idade e o sexo. Ou 
seja, todas as informagoes que possam exercer 
influencia sobre os niveis de SCEs devem ser 
apuradas. Alem disso, os genotipos dos genes 
de metabolismo e dos genes de reparo de DNA 
devem ser levados em consideragao na avalia- 
gao dos resultados. 


Culturas de linfocitos do sangue periferico 
propiciam a detecgao de SCEs, as quais sao 
geradas durante a fase S do ciclo celular, a 
partir de lesoes preexistentes no DNA. Para a 
otimizagao das coletas de linfocitos do sangue 
periferico, a fase mais adequada para a obten- 
gao das amostras e durante uma exposigao 
cronica, onde se presume que a indugao e o 
reparo do dano no DNA dos linfocitos estejam 
em estado de equilibrio. Apos uma exposigao 
aguda ou termino de uma exposigao cronica a 
um agente genotoxico, o tempo otimo de cole- 
ta para a detecgao do dano induzido de DNA e 
dentro de poucas horas apos o termino da ex¬ 
posigao. E esperado que a frequencia de SCEs 
induzidas diminua com o aumento do tempo 
entre a exposigao e a coleta de sangue - isso 
ocorre devido a tres fatores: a agao do sistema 
de reparo, a perda de celulas sanguineas com 
danos por apoptose ou necrose e o turnover 
celular. A Figura 16.1 mostra uma metafase 
exibindo varias SCEs. 
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Tecnica de micronucleos 
com bloqueio da 
citocinese celular , 


Introdu^ao 

A avaliagao da frequencia de micronucle¬ 
os (MNs) em linfocitos do sangue periferico 
e extensivamente utilizada na epidemiologia 
molecular e citogenetica para determinar a 
presenga e a extensao de dano cromossomico 
em populagoes humanas expostas a agentes 
genotoxicos, ou em perfis geneticos de sus- 
cetibilidade. 1 Esse ensaio e aplicado tambem 
com sucesso na identificagao de dietas e fato- 
res geneticos com impacto significante sobre a 
estabilidade genomica. Pode-se afirmar que o 
teste detecta agentes genotoxicos clastogeni- 
cos e interferentes da formagao do fuso mito- 
tico (os quais afetam a distribuigao equitativa 
dos cromossomos na divisao celular). 

Em comparagao a tecnica de aberragoes 
cromossomicas (ACs), a avaliagao de MNs e 
mais simples, requer menos treinamento e 
menos tempo de analise. Alem disso, o teste 
de MNs pode conferir maior sensibilidade ao 
estudo, em virtude da amplitude estatistica 
que pode ser alcangada com a analise de um 
numero maior de celulas, frente as poucas 
centenas geralmente avaliadas para ACs. 


Evolu^ao da tecnica 

O teste de MNs foi descrito pela primei- 
ra vez em medula ossea de camundongo, em 
1973, por Heddle. A frequencia de MNs em 
linfocitos do sangue periferico humano foi 
estudada por Countryman e Heddle, 2 mos- 


trando a possibilidade de se medir o dano 
cromossomico atraves de um tecido de mais 
facil acesso. A dificuldade dessa tecnica era 
distinguir as celulas que, em cultura, haviam 
passado por um ciclo de divisao daquelas que 
nao haviam se dividido. 

Fenech e Morley, 3 em 1985, utilizaram ci- 
tocalasina B para bloquear a citocinese celular 
e diferenciar as celulas que passaram por um 
ciclo de divisao. Essa substantia inibe a po- 
limerizagao da proteina actina, a qual participa 
da formagao do anel de microfilamentos que in- 
duzem a contragao do citoplasma e a clivagem 
da celula-mae em duas celulas-filhas. 4 Desta 
maneira, apenas as celulas que passam por um 
ciclo de divisao (celulas binucleadas) sao con- 
sideradas na analise de frequencia de MNs. O 
ensaio ficou conhecido como tecnica de micro¬ 
nucleos com bloqueio da citocinese (CBMN, de 
cytokinesis-block micronucleus ). 

A CBMN e o metodo preferencial para a 
avaliagao de MNs em culturas humanas e/ou 
de outros mamiferos, pois, conforme mencio- 
nado, a contagem e especificamente restrita as 
celulas que passaram por um ciclo de divisao, 
identificadas pelo seu aspecto binuclear. A res- 
trigao da analise as celulas binucleadas previ¬ 
ne interferencias causadas por problemas na 
cinetica da divisao celular, o que corresponde 
a maior variavel do ensaio. 5 Os linfocitos que 
nao passam por um ciclo de divisao celular 
nao tern a capacidade de originar MNs. Sendo 
assim, a sua inclusao na analise subestima a 
frequencia de danos. 6 

A avaliagao de MNs tambem pode ser feita 
em celulas epiteliais esfoliadas (p. ex., mucosa 





oral, nasal e urotelial), celulas mononucleares 
do sangue periferico (p. ex., linfocitos isola- 
dos) e eritrocitos. O tecido examinado deve 
ser escolhido com base em conhecimentos 
previos sobre o mecanismo de agao do agente 
a ser estudado. 7 Os linfocitos T analisados na 
CBMN sao celulas que circulam por diferentes 
orgaos antes de retornar ao sangue periferico, 
podendo passar anos e ate mesmo decadas 
acumulando mutagoes no seu DNA, produzi- 
das pela exposigao durante a sua existencia. 8 


Metodologias 

CBMN em cultura de linfocitos 
a partir de sangue total 6 

1. Coletar sangue periferico em seringa 
descartavel ou tubo esteril heparinizado. 
Processar o material preferencialmente ate 
quatro horas apos a coleta. 

2. Em frasco de cultura contendo 5 mL de 
RPMI + 10 a 20% de soro bovino fetal + 
1 a 2% de fitoemaglutinina A, adicionar 
aproximadamente 0,5 mL de sangue e 
incubar a 37°C em estufa com 5% de C 0 2 
por 44 horas. 

3. Apos 44 horas, adicionar 6 pg de citocala- 
sina B/mL da cultura e conservar na estufa 
por mais 28 horas. 

4. No final das 72 horas, transferir a cultura 
para um tubo de centrifuga e centrifugar 
a 800 rpm por cinco minutos. 

5. Descartar o sobrenadante, agitar levemen- 
te o sedimento, adicionar lentamente pela 
parede do tubo 5 mL de solugao hipotonica 
gelada (KC 1 0,075 M) e ressuspender. 

6. Centrifugar novamente, descartar o sobre¬ 
nadante, agitar levemente o sedimento e 
adicionar 5 mL de fixador (metanol/acido 
acetico 5:1). Acrescentar tres gotas de for- 
maldeido e agitar novamente o tubo. 

7. Repetir o procedimento anterior mais 
duas vezes, utilizando fixador 3:1, sem o 
formaldeido. 

8. Descartar o sobrenadante deixando aproxi¬ 
madamente 1 mL no tubo e ressuspender. 

9. Gotejar (2 a 4 gotas/lamina) a suspensao de 
celulas sobre laminas previamente lavadas 
e deixar secar a temperatura ambiente. 


10. Corar as laminas com solugao de Giemsa 
5%, por sete minutos. 

Atengao! 

Diversos estudos em linfocitos humanos 
demonstraram que a frequencia de MNs au- 
menta proporcionalmente ao tempo de cultu¬ 
ra, com ou sem a citocalasina B. A razao para 
esses achados ainda nao e clara, mas eles po- 
deriam estar refletindo diferentes intervalos 
de crescimento de subpopulagoes de linfocitos 
com diferentes frequences de base de MNs, 
celulas alteradas com ciclo celular prolon- 
gado, condigoes de cultura deteriorantes ou 
maior micronucleagao do cromossomo X ao 
longo do tempo de cultura. 9 

CBMN em cultura de 
linfocitos isolados 6 

1. Coletar sangue periferico em seringa des¬ 
cartavel ou tubo esteril heparinizado. 

2. Diluir o sangue na proporgao 1:1 com so¬ 
lugao salina esteril 0,85%. 

3. Transferir a diluigao para um tubo esteril 
contendo Ficoll Paque® na proporgao 1:3. 

4. Centrifugar a 1.500 rpm por 25 a 40 mi¬ 
nutos. 

5. Coletar, com uma pipeta Pasteur esteril, 
o plasma e a camada de linfocitos e trans¬ 
ferir para outro tubo esteril com solugao 
de Hanks (3 a 5 vezes o volume do plasma 
+ linfocitos). Centrifugar a suspensao a 
1.000 a 1.500 rpm, por 5 a 10 minutos. 

6. Descartar o sobrenadante, suspender as 
celulas em solugao de Hanks esteril (2 a 
5 vezes o volume) e centrifugar por cinco 
minutos a 1.000 a 1.500 rpm. 

7. Descartar o sobrenadante e suspender as 
celulas em 1 mL de meio RPMI esteril. 

8 . Medir a concentragao de celulas e ajusta- 
-las pela porcentagem de celulas viaveis, 
avaliadas pelo metodo de exclusao usando 
azul de tripan. 

9. Suspender as celulas (0,5 - 1,0 x 10 6 celu- 
las/mL) em meio RPMI esteril contendo 
10 a 15% de soro bovino fetal e fitoemaglu- 
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tinina A (10 pl/mL) e incubar a 3 y°C em 
estufa com 5% de C 0 2 , por 44 horas. 

10. Seguir os procedimentos descritos para 
cultura de linfocitos com sangue total a 
partir do item 3. 


Analise das celulas 
binucleadas 


bra por sondas pancentromericas ou anticor- 
pos anticinetocoro. Em adigao, as nao disjun- 
goes (segregagoes anormais dos cromossomos 
entre os dois nucleos da celula binucleada) 
tambem podem ser avaliadas em celulas bi¬ 
nucleadas utilizando-se sondas centromericas 
especificas. 


Micronucleos 


Na analise das celulas binucleadas, po- 
demos encontrar tres alteragoes distintas. A 
primeira, como ja mencionado, equivale aos 
MNs, os quais correspondem a fragmentos 
acentricos ou cromossomos inteiros que nao 
estao ligados ao fuso mitotico durante a divi- 
sao celular e acabam fora dos nucleos-filhos. 
As pontes nucleoplasmaticas, ou PNPs, por 
sua vez, ocorrem quando os centromeros de 
cromossomos, cromatides ou aneis dicentri- 
cos sao transferidos para polos opostos da ce¬ 
lula na anafase, sendo possivel visualizar ma¬ 
terial nuclear unindo os dois nucleos-filhos. A 
analise de PNPs pode fornecer informagoes 
sobre o tipo de mutagao envolvida (clastoge- 
nese ou aneugenese) quando comparada com 
a frequencia de MNs, alem de prover a medida 
de rearranjos cromossomicos. Por ultimo, ha 
os buds nucleares, que correspondem a am- 
plificagoes de DNA encontradas na periferia 
nuclear (Figura 17.1). 

Utilizando a tecnica de CBMN, e possivel 
medir a frequencia de quebra e perda cro- 
mossomicas (MN), rearranjos cromossomi¬ 
cos (PNP) e amplificagao genica (bud). Alem 
desses parametros, e possivel avaliar necrose 
e apoptose, bem como estimar efeitos citosta- 
ticos atraves dos intervalos de celulas mono, 
bi e multinucleadas (Figura 17.2). 10 A perda 
cromossomica pode ser diferenciada da que- 


Os MNs sao formados a partir de fragmen¬ 
tos cromossomicos ou de cromossomos intei¬ 
ros que foram perdidos na anafase, durante a 
divisao celular. Os MNs originados pela perda 
de cromossomos inteiros sao primariamente 
formados por falha no fuso acromatico, no 
cinetocoro ou em outras partes do aparato 
mitotico, ou por dano as subestruturas cro- 
mossomicas, alteragoes na fisiologia celular 
e alteragoes mecanicas. Alguns MNs podem 
derivar tambem de quebras de PNPs durante 
a anafase. A frequencia de MNs e aumentada 
pela exposigao a agentes clastogenicos e aneu- 
genicos e em celulas que demonstram instabi- 
lidade genomica. 5 ’ 9 

O conteudo e a origem dos MNs podem ser 
acessados atraves de sondas de DNA centro- 
merico. Desta maneira, MNs com centrome- 
ro negativo sao induzidos por clastogenese e 
representam os fragmentos acentricos. Ja os 
MNs com centromero positivo sao produzi- 
dos por aneugenese, e considera-se que abri- 
guem cromossomos inteiros. Em linfocitos 
de humanos, o balango entre esses dois tipos 
basicos de MNs depende da idade e do sexo 
do individuo, sendo que MNs de centromero 
negativo sao mais frequentes em amostras de 
homens jovens, enquanto que MNs de centro¬ 
mero positivo sao mais frequentes em mulhe- 
res mais velhas. Os efeitos da idade e do sexo 
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Figura 17.1 


(a) Linfocito binuclea- 
do com micronucleo; 

(b) Linfocito binuclea- 
do com ponte nucle- 
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oplasmatica; e (c) 
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Linfocito binucleado 

com bud nuclear. 











estao primariamente relacionados a micronu- 
cleagao dos cromossomos sexuais. 

Alem dessas duas possiveis origens (frag- 
mentos cromossomicos e cromossomos intei- 
ros), foi sugerido que os MNs podem adicio- 
nalmente ser gerados pelo processo de forma¬ 
gao de bud , na interfase, 11 o que sera explicado 
posteriormente. 


Pontes nucleoplasmaticas 

As PNPs ocorrem quando os centromeros 
de cromossomos, cromatides ou aneis dicen- 
tricos sao tracionados para polos opostos da 
celula durante a anafase (Figura 17.3). 12 
Sem a utilizagao da citocalasina B a celula 
avanga pela anafase e telofase rapidamente, 
completando a citocinese e, por fim, rompen- 
do a PNP com a separagao das celulas-filhas. 
Entretanto, na tecnica de CBMN, as celulas 
binucleadas com PNPs podem ser acumula- 
das, ja que a citocinese e inibida. Assim, apos 
a formagao de membrana nuclear em torno 
dos cromossomos, a observagao das PNPs e 
possivel. 13 

Uma das vantagens da analise de PNPs e 
a possibilidade de avaliar eventos de quebra/ 
translocagao sem a necessidade de utilizar 
marcadores de cinetocoro ou centromero, 


permitindo uma visao mais complexa do pos¬ 
sivel dano cromossomico. 

Cromossomos, cromatides e aneis dicen- 
tricos podem se distribuir na anafase de dife- 
rentes formas, dependendo do tracionamento 
de seus centromeros. Quando esse traciona¬ 
mento conduz cada centromero para um polo 
oposto da celula, e possivel a formagao de uma 
PNP, o que, em teoria, deveria acompanhar a 
formagao de um fragmento acentrico capaz de 
originar um MN. 

O valor de PNPs e positivamente corre- 
lacionado com a frequencia de MNs, sendo 
que a relagao PNP/MN confere uma impor- 
tante ferramenta na distingao de efeitos to- 
xicos de diferentes agentes. Por exemplo, a 
indugao de MNs na ausencia de PNPs pode 
ser indicativa de um agente aneugenico, pois 
o MN nao seria resultado de uma quebra, a 
qual poderia gerar uma PNP, e sim de um 
evento de perda cromossomica em fungao 
de falha no fuso acromatico. Por outro lado, 
a presenga de PNP seria indicio de um agen¬ 
te clastogenico, como a radiagao ionizante, 
por exemplo. 

Um mecanismo alternative para a forma¬ 
gao de PNP refere-se a fusao de porgoes ter¬ 
minal de cromatides que sofreram encurta- 
mento telomerico. Nesse caso, as PNPs nao 
precisam necessariamente acompanhar a for- 
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Figura 17.2 

Ilustragao das possiveis 
consequencias de culturas 
feitas pelo ensaio CBMN 
apos exposigao a agentes 
citotoxicos/ genotoxicos. 
Utilizando esses biomar- 
cadores, e possivel avaliar 
a frequencia de quebra 
cromossomica (MN), a 
perda cromossomica (MN) 
e o rearranjo cromossomi¬ 
co. Exemplo: cromossomos 
dicentricos (NPB), amplifi- 
cagao genetica {buds), 
Fonte: Adaptada de 
Fenech . 10 


Celula exposta a 
agente genotoxico 



Cultura celular 
(citocalasina - B) 
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184 magao de um fragmento acentrico. Em experi- 
mentos com roedores e humanos com cancer 
intestinal, foi possivel observar uma correla- 
gao, favorecendo o uso de PNP na avaliagao 
de encurtamentos criticos de telomeros. 5 Esse 
mecanismo justifica os casos de PNP com 
ausencia de MN, os quais sao bastante fre- 
quentes. Se as quebras ocorrerem em regioes 
telomericas ou subtelomericas, e provavel que 
ocorram perdas muito pequenas de cromati- 
na, as quais nao sao visualizadas na microsco- 
pia sob forma de MN. 

Outra aplicagao para as PNPs correspon- 
de a identificagao de patologias de reparo de 
DNA, como a mutagao no gene BRCAl , pois 
ela e capaz de avaliar a redugao da capacidade 
de reparo via rearranjos cromossomicos. Essa 
avaliagao pode ser realizada apos testes de ex- 
posigao a agentes genotoxicos, como a radia- 
gao ionizante e os oxidantes. 12 


Buds nucleares 

Os buds sao morfologicamente similares 
aos MNs, com a excegao da conexao nucleo- 
plasmatica que os liga ao nucleo, a qual pode 
ser espessa ou fina, dependendo do estagio 
de formagao do bud. Eles sao observados em 
celulas humanas normais, entretanto aparen- 
tam ser mais raros do que os MNs em diversos 
tipos celulares. 

A formagao de buds foi primeiramente ob- 
servada em culturas celulares com condigoes 


seletivas de crescimento, o que induz a ampli- 
ficagao genica. Inibidores da sintese de DNA, 
como hidroxiureia, demonstraram aumentar 
o intervalo de eliminagao de DNA amplificado 
pela formagao de buds> 13 Acredita-se que a 
amplificagao genica corresponda a um evento 
importante na resistencia celular a drogas e 
na progressao tumoral. 10 


Modelos para justificar a 
formagao de MNs, buds e 
PNPs, bem como a rela^ao 
entre essas estruturas 

As alteragoes nucleares encontradas na 
CBMN nao apresentam mecanismos de for¬ 
magao totalmente distintos, tampouco uni- 
cos. Atualmente discute-se a elaboragao de 
modelos capazes de ilustrar a formagao des- 
sas estruturas e a interagao existente entre 
elas, especialmente a relagao entre buds e 
MNs. 

A presenga de MNs originados a partir de 
cromossomos inteiros e um fenomeno bem 
estabelecido, o qual aumenta com a idade e a 
deficiencia de folato. Entretanto, a evidencia 
de que cromossomos inteiros estejam envol- 
vidos na formagao de buds ainda e limitada. 
E plausivel que a presenga de um cromosso- 
mo extra desencadeie um mecanismo de re¬ 
paro via aneuploidia, onde o cromossomo em 
excesso e eliminado como buds. Entretanto, 
essa hipotese ainda precisa ser testada. 14 



Formagao de 
cromossomo dicentrico 


Formagao de 
anel dicentrico 



Figura 17.3 

Formagao de 
cromossomos e 
aneis dicentri- 
cos, resultando 
na formagao de 
PNP e MN entre 
os nucleos das 
celulas 
binucleadas. 
Fonte: Adaptada 
de Thomas e co- 
laboradores . 12 


Modelo de Shimizu e 
colaboradores: 15 amplificagao 
genica via ciclos quebra-fusao-ponte 

Diversos modelos plausiveis para justificar 
a amplificagao genica foram propostos, 16 ’ 17 
entretanto a presenga de PNP na CBMN 
forneceu suporte para o modelo de ciclo de 
amplificagao genica via quebra-fusao-ponte 
(BFB, de breakage-fusion-bridge ), descrito 
por McClintocks, em 1942 (Figura 17.4 ). 18 

Nesse modelo, cromatides-irmas que pas- 
saram por quebras de fita dupla sofrem uma 
fusao nas porgoes distais, formando um cro- 
mossomo dicentrico com duas copias de ge¬ 
nes homologos entre os dois centromeros. 
Durante a anafase, os cromossomos dicentri- 
cos podem ter seus centromeros tracionados 
para polos opostos da celula, dando origem 
as PNPs. Na citocinese posterior, a PNP e 
inevitavelmente quebrada, podendo formar 
um cromossomo com duas ou mais copias de 
um ou mais genes, e outro cromossomo com 
delegoes. As cromatides com copias multiplas 


de genes podem fusionar novamente durante 
a interfase, formando um novo cromossomo 
dicentrico (dobrando novamente o numero 
de copias de genes no cromossomo), o qual e 
entao replicado na proxima divisao nuclear, 
formando um novo ciclo BFB e promovendo a 
amplificagao genica. 

Complementando o modelo de BFB, 
Shimizu e colaboradores 15 ’ 19 sugerem que o 
DNA amplificado pode ser eliminado pela re- 
combinagao entre regioes homologas com se¬ 
quences amplificadas, formando minicircu- 
los de DNA acentrico e atelomerico ( double- 
-minutes ), os quais sao excluidos do nucleo 
subsequentemente, por um processo ativo que 
concentra o DNA amplificado em um ponto 
periferico do nucleo e o expulsa formando um 
bud. Esse bud , posteriormente, desconecta-se 
formando um MN na fase S do ciclo celular, 
ate que eventualmente e excluido totalmente 
da celula pelo citoplasma, originando uma 
“minicelula”. Esse mecanismo sugere que o 
nucleo da celula pode ter a capacidade de per- 
ceber excessos de DNA que nao se encaixam 
devidamente na matriz nuclear, enviando si- 
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Figura 17.4 



Amplificagao genica 
via ciclos BFB. 

Cromatides-irmas quebra- 
das (a) fusionam suas por¬ 
goes terminals formando 
um cromossomo dicentri¬ 
co (b). O cromossomo di¬ 
centrico e replicado na fase 
S (c) e e tracionado para os 
polos celulares durante a 
anafase (ponte) (d). Nes¬ 
te exemplo, o cromosso¬ 
mo dicentrico quebra em 
uma regiao nao central e 
uma celula-filha recebe 
cromossomos com duas 
copias dos genes amarelo 
e vermelho (e.i), enquanto 
os cromossomos da outra 
celula apresentam delegao 

nesses genes (e.2). Os cromossomos com copias multiplas podem sofrer uma nova fusao (f) e propagar o ciclo 
de amplificagao (retorna para o ponto c). De maneira alternativa, uma recombinagao pode ocorrer entre as 
sequencias homologas (g) e resultar em um fragmento acentrico e circular de DNA ou double-minute , (h) o 
qual e subsequentemente excluido do nucleo via formagao de bud. 

Fonte: Adaptada de Fenech. 10 
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nais para o reparo desse desequilfbrio. A du- 
ragao desse processo de formagao de bud com 
posterior extrusao do MN restante, entretan- 
to, permanece desconhecida. 20 

Double-minutes: estruturas extracromos- 
somicas de DNA circular, consistindo de l a 2 
milhoes de pares de bases que replicam de ma- 
neira autonoma, aproximadamente uma vez 
por ciclo celular, e segregam ao acaso para as 
celulas-filhas, devido a ausencia de centrome- 
ros (para maiores detalhes, ver Capitulo 9). 

Modelo de Tanaka e Shimizu 21 

De acordo com Tanaka e Shimizu, 21 em 
um modelo de celulas de carcinoma colorre- 
tal (COLO 320DM), double-minutes soltos no 
citoplasma poderiam constituir uma mem- 
brana propria, originando um MN ao final da 
mitose. Outros double-minutes amplificados 
que nao atingiram as delimitagoes nucleares 
na divisao celular, por sua vez, poderiam ser 


apanhados pelas proteinas da lamina nuclear 
B (Figura 17.5), na fase S do ciclo celular. 
Posteriormente, durante a reconstituigao da 
lamina B e de todo envelope nuclear, haveria 
a formagao de um bud nuclear. O DNA dessa 
estrutura ainda poderia ser replicado e, subse- 
quentemente, liberado no citoplasma na for¬ 
ma de MN. Essas observagoes sugerem que os 
modelos interfasico e mitotico de formagao de 
buds nucleares podem estar associados. 

Os autores tambem sugerem que qual- 
quer DNA citoplasmatico, independente da 
sua origem, pode ser agregado e apanhado 
pela lamina nuclear na fase S, gerando buds 
nucleares e MNs, os quais poderiam ser re- 
movidos da celula. Esse processo foi visto 
como um possivel mecanismo universal pelo 
qual moleculas de DNA extracromossomal 
acentricas sao eliminadas das celulas, o que 
incluiria, alem dos double-minutes, plasmi- 
deos nucleares virais exogenos, DNA circular 
extracromossomal endogeno e DNA introdu- 
zido artificialmente. 


CITOPLASMA 


Poro 

nuclear 



Lamina Cromatina 

nuclear 


Figura 17.5 

A lamina nuclear B, em 
conjunto com as laminas 
A e C, forma um polimero 
complexo e multifuncional 
na periferia e no interior do 
envelope nuclear (lamina 
nuclear), com fungao de 
estruturagao do envelope 
nuclear e organizagao dos 
processos de transcrigao, 
replicagao e reparo de DNA. 
















Modelo de Gisselsson 
e colaboradores 22 

Este modelo sugere a formagao de buds nu- 
cleares e MNs a partir de PNPs rompidas na 
anafase. Aparentemente, e um bom modelo 
para explicar a estrutura dos buds com pedi- 
culo, como se fosse o resultado de uma ponte 
quebrada. Entretanto, o fato de buds e MNs 
observados em celulas binucleadas serem, ge- 
ralmente, solitarios (ausencia de buds com- 
plementares em nucleos opostos ou ausencia 
de um MN associado, o qual representaria um 
fragmento da PNP) representa um argumento 
contrario a esse modelo. Contudo, se a PNP 
sofresse uma quebra na regiao de um dos ci- 
netocoros, o resultado poderia ser uma unica 
protuberancia constituida pela PNP recolhida. 

Por que nao e o modelo ideal? 

• Nao esta claro com que frequencia as 
PNPs quebram na anafase pela tecnica de 
CBMN. 

• Evidencias recentes indicam que a citoca- 
lasina B utilizada no teste reduziria a dis- 
tancia interpolar de modo que dificultaria 
a existencia de uma tensao fisica suficiente 
para gerar a quebra de uma PNP. 

• A ocorrencia de buds contendo cromosso- 
mos inteiros, mesmo que em menor fre¬ 
quencia, sugere que as PNPs (as quais se 
acredita que abriguem DNA intersticial) 
nao sejam a unica origem de buds nucle- 
ares. Esse argumento tambem contraria o 
envolvimento exclusivo de DNA amplifica- 
do na constituigao dos buds. 

• Supoe-se que sequencias centromericas e 
telomericas sejam raras no caso de buds 
formados a partir de PNPs fragmentadas 
ou DNA amplificado originado pelo ciclo 
BFB. Buds com sequencia telomerica po- 
dem representar projegoes da parte distal 
de um dos bragos de um cromossomo ou 
fragmentos terminais. 11 

Modelo de Lindberg e 
colaboradores 11 

Com este modelo, e sugerido que o mode¬ 
lo de Tanaka e Shimizu 21 deve ser expandido, 


para incluir qualquer DNA promiscuo, re- 
tardatarios da anafase e produtos de quebra 
de PNPs, incluindo fragmentos telomericos, 
cromossomos inteiros e outros elementos 
centricos. Esse modelo combina as diferentes 
teorias sobre a formagao de buds nucleares e 
as suas relagoes com os MNs, sugerindo um 
mecanismo geral para o desenvolvimento de 
buds nucleares no ciclo celular. 

De acordo com esse modelo, qualquer 
DNA deixado no citoplasma durante a mitose 
ou e envolvido por uma membrana nuclear, 
formando diretamente um MN, ou e encap- 
sulado posteriormente na fase S, durante a 
reconstituigao do envelope nuclear, gerando 
um bud. O bud , por sua vez, pode se despren- 
der do nucleo e originar um MN. Entretanto, 
ainda nao fica clara a frequencia em que buds 
nucleares originam MNs, tampouco a propor- 
gao de MNs formados por buds. 

O envolvimento diferencial de DNA inters¬ 
ticial, fragmentos terminais e cromossomos 
inteiros na formagao de buds e MNs pode es- 
tar associado a capacidades diferenciadas de 
interagao com o envelope nuclear na telofase, 
para MNs serem formados ou expelidos do 
nucleo via formagao de buds. Dessa forma, 
fragmentos intersticiais (aneis acentricos) ou 
DNA promiscuo (p. ex., DNA amplificado, 
replicagao falha ou condensagao impropria) 
sem telomeros e centromeros podem ser pou- 
co micronucleados e com maior tendencia a 
formagao de buds. De maneira similar, cro¬ 
mossomos inteiros e fragmentos terminais 
preferencialmente formariam MNs. 


Criterios para analise na 
tecnica de micronucleos 
com bloqueio da citocinese 

No ano de 1997, foi criado o Projeto HUMN 
(HUman MicroNucleus ), que corresponde a 
um acordo de colaboragao internacional entre 
mais de 40 laboratories ao redor do mundo, 
os quais compartilham um grande interesse 
na aplicagao da tecnica de MNs como ferra- 
menta de acesso aos efeitos ambientais sobre 
o dano cromossomico, tanto no sangue peri- 
ferico como no tecido epitelial de populagoes 
humanas. 
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Os objetivos do Projeto HUMN sao: 

Proporcionar uma comparagao entre os 
principals metodos de cultura de linfocitos 
humanos e avaliar se tais metodos poderiam 
afetar as medidas de base da frequencia de 
MNs. Esses resultados serao utilizados para 
estabelecer um procedimento internacional 
aceitavel que permita a comparagao dos re¬ 
sultados entre laboratories e paises. 
Comparar os resultados de diferentes labo¬ 
ratories em relagao as frequences de MNs 
encontradas. Esta comparagao fornecera 
informagoes a respeito da extensao da va- 
riabilidade de resultados “normais” entre 
diferentes laboratories e paises. Revelara 
tambem qual o nivel de concordance en¬ 
tre eles a respeito da agao de algumas vari- 
aveis (como idade, sexo e habito de fumar) 
sobre a frequencia de MNs. 

Padronizar a preparagao de laminas e os 
criterios de analise. 

Proporcionar um estudo em perspectiva 
que liga os indices de MNs acumulados de 
cada laboratorio, podendo assim determi- 
nar associagoes importantes entre certos 
padroes e doengas comuns, tais como can¬ 
cer, envelhecimento e sindromes geneticas 
selecionadas. 


A seguir, sao descritas instrugoes deta- 
lhadas sobre os criterios de analise no ensaio 
CBMN de acordo com Fenech e colaborado- 
res. 23 

Criterios para a analise de 
celulas binucleadas (Figura 17.6) 

• Os dois nucleos da celula binucleada de- 
vem estar situados no mesmo limite cito- 
plasmatico. 

• As membranas nucleares devem estar in- 
tactas. 

• Os tamanhos dos nucleos devem ser apro- 
ximados. 

• O padrao e a intensidade da coloragao dos 
nucleos devem ser iguais. 

• Os nucleos da celula binucleada podem 
estar em contato, mas o ideal e nao haver 
sobreposigao. Uma celula com dois nucle¬ 
os sobrepostos so pode ser considerada se 
os limites de cada nucleo forem distingui- 
veis. 

• A membrana citoplasmatica da celula deve 
estar intacta e deve ser claramente distin- 
guivel dos limites citoplasmaticos das ce¬ 
lulas adjacentes. 



Figura 17.6 

Imagens de linfocitos 
binucleados tipicos (a), (b), 
(c); exemplo de linfocitos 
binucleados viaveis para 
a analise de MNs (celulas 
indicadas pelas setas) (d). 












Criterios para a analise de 
micronucleos (Figura 17.7) 

• O diametro dos MNs geralmente varia 
entre 1/16 e 1/3 do diametro de um dos 
nucleos do linfocito binucleado, o que cor- 
responde a uma variagao de area de 1/256 
a 1/9 em relagao a area de um dos nucleos 
principals. 

• MNs tern um formato redondo ou oval. 

• MNs nao sao refringentes, o que os dife- 
rencia facilmente de alguns artefatos como 
particulas de corante. 

• MNs nao apresentam qualquer conexao 
com os nucleos principals. 

• MNs podem encostar em um dos nucleos 
principals, mas nao pode haver sobrepo- 
sigao, e os respectivos limites nucleares 
devem ser distinguiveis. 

• MNs geralmente apresentam a mesma in- 
tensidade de coloragao dos nucleos princi¬ 
pals, mas ocasionalmente essa intensidade 
pode ser maior. 

Criterios para a analise de 
PNPs (Figura 17.8) 

• Os nucleos de uma celula binucleada po¬ 
dem estar conectados por uma PNP fina, 
que nao deve ultrapassar a espessura de 
um quarto do diametro do nucleo maior. 

• As PNPs podem nao ser visualizadas ade- 
quadamente em celulas onde os nucleos 
estao em contato. Assim, e melhor restrin- 


gir a analise de PNPs a celulas binucleadas 
com nucleos claramente separados. 

• As PNPs devem apresentar o mesmo pa- 
drao de coloragao dos nucleos da celula. 

• Em raras ocasioes, mais de uma PNP pode 
ser visualizada na mesma celula binuclea¬ 
da. 

• Uma celula binucleada com PNP pode ou 
nao conter um ou mais MNs. 

Criterios para a analise de buds 
nucleares (Figura 17.9) 

• Buds nucleares apresentam os mesmos 
criterios de analise dos MNs. A diferenga 
e que essas estruturas estao conectadas 
a um dos nucleos principals do linfocito 
binucleado, ora atraves de uma estreita 
conexao nucleoplasmatica, ora atraves de 
uma larga e evidente conexao. 

No ensaio de CBMN a partir de culturas de 
linfocitos humanos isolados, sem tratamento hi- 
potonico, e possivel avaliar outros dois parame- 
tros: celulas apoptoticas e celulas necroticas. 

Criterios para a avaliagao 
de celulas apoptoticas 

• Celulas apoptoticas iniciais podem ser 
identificadas pela condensagao da cro- 
matina dentro dos nucleos e pelos limites 
nucleares e citoplasmaticos, que devem 
estar intactos. 


| (a) (b) 

Figura 17.7 

Imagens de linfocitos 
binucleados tipicos com 
MNs (a), (b), (c), (d); 
linfocito binucleado com 
um MN e um bud (e); 
linfocito binucleado com 
diversos MNs, um bud e 
uma PNP rompida (f)« 
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• Celulas em apoptose mais avangada ja 
apresentam fragmentagao nuclear, mas as 
membranas citoplasmaticas e nucleares 
ainda estao intactas. 

• A intensidade de coloragao dos nucleos, 
dos fragmentos nucleares e do citoplasma 
dessas celulas geralmente e maior do que 
a intensidade de celulas viaveis. 

Criterios para a avaliagao 
de celulas necroticas 

• Celulas em necrose inicial podem ser iden- 
tificadas pela presenga de um citoplasma 
palido com numerosos vacuolos (a maio- 
ria no citoplasma e alguns no nucleo). 
Alem disso, a membrana citoplasmatica 
apresenta-se danificada e o nucleo relati- 
vamente integro. 

• Celulas em necrose mais avangada exibem 
perda de citoplasma e membrana nuclear 
danificada/irregular. A estrutura nuclear 
apresenta-se parcialmente intacta, e co- 
mumente ha perda de material atraves da 
membrana nuclear. 

• A intensidade de coloragao dos nucleos e 
do citoplasma dessas celulas geralmente e 
menor do que a intensidade de celulas via¬ 
veis. 

Analise do Indice de 
divisao nuclear (IDN) 6 

IDN = [Mi + 2(M2) + 3(M3) + 4CM4)] / NT 

• Mia M4: numero de celulas com 1, 2, 3 e 4 
nucleos, respectivamente. 

• NT: numero total de celulas viaveis. 


Analise do Indice de divisao 
nuclear considerando a 
citotoxicidade (IDNC) 6 

O IDNC e uma medida mais acurada que 
o IDN, pois, ao incluir as celulas apoptoticas 
e necroticas ao numero total de celulas ana- 
lisadas, permite considerar o efeito toxico do 
agente testado. 

IDNC = [Apop + Necr + Ml + 2(M2) + 3(M3) 
+ 4(M4)]/NT 

• Apop: numero de celulas apoptoticas. 

• Necr: numero de celulas necroticas. 

• Mia M4: numero de celulas viaveis com 1 
a 4 nucleos. 

• NT: numero total de celulas analisadas 
(incluindo viaveis e inviaveis). 


Fatores que influenciam na 
frequencia de micronucleos 

Alguns fatores nao podem ser controlados 
nos estudos populacionais, mas devem ser le- 
vados em consideragao durante a selegao de 
individuos-controle e durante a interpretagao 
de resultados. Para isso, e preciso compreen- 
der como esses parametros podem atuar so- 
bre a frequencia de alteragoes no DNA. 

Idade 

Tern sido demonstrado que a idade afeta 
significativamente a frequencia da formagao 
espontanea de MNs ou o dano de DNA em lin- 
focitos de homens e mulheres. Anormalidades 
cromossomicas numericas em geral surgem 





~ | Figura 17.8 

Imagens de linfo- 
citos binucleados 
tipicos contendo 
PNPs (a), (b); linfo- 
cito binucleado com 
duas PNPs (c). 









devido a nao disjungao durante a meiose. 
Tanto celulas aneuploides em mitose como nao 
disjungao em meiose aumentam com o avango 
da idade. Alteragoes cromossomicas estruturais 
tambem apresentam correlagao com a idade. 
O aumento de mutagoes com a idade tambem 
pode ser devido ao acumulo de DNAlesado nao 
reparado e/oua diminuigao da capacidade de 
reparar DNA. Com o avango da idade, a pro- 
porgao de celulas com falta de cromossomos X 
aumenta em mulheres, bem como a frequencia 
de nao disjungao meiotica. No homem, a inci- 
dencia de nao disjungao tambem pode aumen- 
tar com o avango da idade, tambem ja tendo 
sido demonstrada uma correlagao positiva na 
expressao de MNs em linfocitos. 24 

Genero 

O Grupo de Estudos Colaborativos para 
o Teste de Micronucleos (The Colaborative 
Study Group for the Micronucleus Test) de- 
monstrou que existem diferengas entre os se- 
xos quanto as frequences de MNs induzidas 
por algumas drogas em eritrocitos de camun- 
dongos. Estas diferengas sao especificas, ou 
seja, cada droga testada se comporta de ma- 
neira diferente, dependendo de seus mecanis- 
mos de interagao com o organismo. 

O sexo e um fator que deve ser considerado 
na escolha dos individuos-controle, apesar de 
geralmente nao haver diferenga significativa 
quanto a frequencia de aberragoes cromosso¬ 
micas. Em estudos onde as diferengas espera- 
das sao pequenas, o pareamento dos controles 
deve respeitar o sexo. 24 

Tabagismo 

O habito de fumar tambem pode alterar 
a frequencia de mutagoes. Evidencias epide- 
miologicas tern demonstrado claramente que 
o fumo esta relacionado com carcinoma bron- 


quial. Com respeito a indugao de cancer de 
pulmao, pode ser observadauma relagao dose- 
-efeito entre o habito de fumar e a incidencia 
da doenga. Extratos de cigarro demonstraram 
ter atividade de iniciadores de tumor em tes¬ 
tes com roedores e em celulas humanas in 
vitro , e no teste de Ames sao mutagenicos na 
presenga de metabolizador preparado a partir 
de pulmao e figado de mamiferos. Linfocitos 
de fumantes demonstraram um aumento sig¬ 
nificative de cromossomos dicentricos, aneis 
e trocas cromatidicas, indicando uma forte 
correlagao com a atividade carcinogenica e 
mutagenica do cigarro. Tambem e observado 
um aumento na frequencia de MNs, tanto em 
linfocitos B como em linfocitos T8 de fuman¬ 
tes, em relagao aos controles. 

Normalmente, estudos de monitoramento 
incluem individuos fumantes e nao fumantes. 
Em um determinado estudo, o habito de fumar 
foi associado a um aumento no dano de DNA 
tanto em amostras de j ovens como de adultos. 
De maneira complementar, tambem foi eviden- 
ciado maior dano de DNA em trabalhadores de 
fabricas de cigarro. Individuos que largaram 
o cigarro, por sua vez, demonstraram indices 
de dano de DNA inferiores no decorrer de um 
ano. Alguns estudos, entretanto, nao encontra- 
ram nenhuma diferenga entre fumantes e nao 
fumantes em relagao ao dano de DNA; outro 
estudo detectou ainda menor dano de DNA em 
individuos fumantes em relagao a nao fuman¬ 
tes. Contudo, esses resultados negativos podem 
estar relacionados com amostras pequenas que 
comprometeram o poder estatistico. 25 

Dieta 

A partir de investigagoes epidemiologicas, 
foi criada uma hipotese posteriormente confir- 
mada em laboratorio: altos niveis de gordura 
na dieta aumentam o risco de cancer de mama. 
Resultados de outros estudos epidemiologicos 
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tem demonstrado correlagao entre o consumo 
de gordura e a frequencia de cancer em outros 
orgaos, particularmente na prostata e no colo. 

Em 1978, o termo antimutagenico foi pro- 
posto, designando todos os fatores que agem 
diretamente sobre agentes mutagenicos ou 
em seus precursores, de modo a neutraliza- 
-los. Diversos estudos tem investigado os efei- 
tos de antioxidantes e nutrientes nos indices 
de dano de DNA. A vitamina C, por exemplo, 
em determinadas concentrates, reduz a fre¬ 
quencia de trocas de cromatides-irmas em lin- 
focitos humanos do sangue periferico. 

De acordo com um estudo de Fenech e co- 
laboradores 13 em uma populagao de vegeta- 
rianos e nao vegetarianos, com ampla varia- 
gao nas concentragoes de folato, vitamina B12, 
vitamina C e vitamina E no plasma, o folato 
e a vitamina B12 aparentemente sao deter- 
minantes mais importantes da frequencia de 
MNs do que as vitaminas C e E. Estudos sub- 
sequentes confirmaram as observagoes ante- 
riores e, em adigao, apontaram uma correla¬ 
gao significativa e positiva entre a frequencia 
de MNs e os indices de homocisteina, um 
fator de risco para doengas cardiovasculares. 
Diversos micronutrientes como zinco, magne- 
sio, acido folico e vitamina B12 sao requeridos 
como cofatores no metabolismo do DNA. A 
deficiencia desses cofatores poderia induzir 
mutagoes cromossomicas importantes que 
aumentariam o risco de cancer. 

A hipotese de que determinada dieta pode 
reduzir a incidencia de cancer em seres huma¬ 
nos foi primeiramente confirmada por anali- 
ses epidemiologicas de grupos de populagoes 
de alto e baixo risco. Tais estudos demonstra- 
ram uma relagao inversa entre consumo ou 
niveis sericos de vitamina A e risco de cancer. 
Mais especificamente, alguns estudos de- 


monstraram que dietas ricas em carotenoides 
funcionam como fator de protegao. Dentre os 
carotenoides, uma atengao especial foi dada 
ao p-caroteno, um componente de capacidade 
antioxidante. Rosin 26 observou um decresci- 
mo na frequencia de MNs em celulas esfolia- 
das da cavidade oral e do trato geniturinario 
quando esses tecidos apresentavam maiores 
niveis de p-caroteno, sugerindo que popula¬ 
goes de alto risco de cancer poderiam manter 
niveis de p-caroteno quimiopreventivos. 

Exerclcios flsicos 

A atividade fisica excessiva geralmente e 
associada ao estresse oxidativo, podendo acar- 
retar em altos niveis de dano de DNA oxidativo 
e peroxidagao lipidica. Existem controversias 
a respeito de quando o estresse oxidativo esta 
relacionado com um maior risco de desenvol- 
vimento de doengas; portanto, os niveis de 
atividade fisica deveriam ser cuidadosamente 
analisados em estudos de biomonitoramento. 
Dano de DNA causado por exercicio fisico in- 
tenso pode ser detectado pelo ensaio cometa, 
mas nao existe nenhuma evidencia de aumento 
na frequencia de aberragoes cromossomicas ou 
MNs. Isso pode ser explicado pelo fato de que o 
ensaio cometa detecta o dano antes da agao do 
sistema de reparo, o que significa que o dano 
encontrado ainda pode ser reparado, enquanto 
que os ensaios de aberragoes cromossomicas 
e MNs detectam dano de DNA que nao pode 
ser reparado. Portanto, e possivel inferir que a 
maior parte, ou talvez todo o dano produzido 
pelos exercicios fisicos e reparado. De qualquer 
maneira, quando o organismo e repetidamen- 
te exposto a situagoes que podem danificar o 
DNA, a probabilidade de que algumas dessas 
alteragoes nao sejam reparadas, ou sejam in- 
corretamente reparadas, aumenta. 25 
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Ensaio cometa 


Introdu^ao 

A tecnica do cometa, ou eletroforese em 
celula unica, e um metodo rapido, sensivel e 
de baixo custo para a avaliagao de quebras de 
cadeias de DNA em celulas eucarioticas e para 
a investigagao do dano genetico associado a 
exposigoes a agentes potencialmente geno- 
toxicos. Atualmente, essa tecnica e utilizada 
como um metodo-padrao para a avaliagao do 
dano de DNA em diversas areas de aplicagao, 
que incluem: 

• biomonitoramento, em uma grande varie- 
dade de especies e em sistemas in vitro e 
in vivo; 

• avaliagao do dano de DNA e do estresse 
oxidativo em relagao a inumeras doengas, 
assim como avaliagao da protegao pela 
atuagao de antioxidantes; 

• genetica toxicologica (in vitro e in vivo , 
em celulas humanas, de outros animais e 
de plantas); 

• monitoramento ecologico e toxicologia 
aquatica; 

• uso como ferramenta na investigagao do 
dano e do reparo de DNA em diferentes 
tipos celulares, em resposta a inumeros 
agentes genotoxicos. 

Outros exemplos incluem investigagoes de 
quimicos industrials, farmaceuticos, biocidas, 
agroquimicos e quimicos alimentares, como 
os aditivos. E um metodo que requer poucas 
celulas, possuindo vantagens como a realiza- 
gao em celulas nao proliferativas e a avaliagao 
a partir de celulas individuals de diferentes 
tecidos. Alem disso, os resultados podem ser 


obtidos dentro de horas. Entretanto, tal me¬ 
todo nao e muito utilizado como ferramenta 
analitica padrao em laboratories clinicos, 
devido a algumas duvidas que ainda existem 
sobre sua confiabilidade, reprodutibilidade e 
validade. 1 ’ 2 

Um grande numero de modificagoes do 
ensaio cometa esta sendo desenvolvido como, 
por exemplo, a avaliagao de ligagoes cruzadas 
(crosslinks) e a investigagao de reparo por 
excisao de bases (REB) e reparo por excisao 
nucleotideos (REN). 2 A migragao reduzida do 
DNA em relagao ao controle negativo pode 
indicar indugao de crosslinks , que sao lesoes 
relevantes no que diz respeito a mutagenese e 
que devem ser investigadas. Um aumento na 
migragao do DNA indica indugao de quebras 
de cadeias e/ou sitios alcali-labeis. Alem disso, 
o aumento da atividade de reparo por excisao 
pode resultar em um aumento na migragao 
do DNA. Esse tipo de reparo pode influenciar 
os efeitos do ensaio cometa de uma maneira 
complexa. Enquanto o reparo de DNA geral- 
mente reduz a migragao por eliminar as lesoes 
no DNA, o continuo reparo por excisao pode 
aumentar a migragao devido as quebras de ca- 
deia de DNA relacionadas as incisoes. 3 

Em 1984, Ostling e Johanson 4 descreveram 
o comportamento do DNA em celulas isoladas 
sob a agao de um campo eletrico, detectando 
quebras induzidas por radiagao ionizante. 
Nesse teste, foi utilizado um pH de 10, valor 
abaixo do requerido para o relaxamento das 
cadeias de DNA. Alguns anos depois, Singh e 
colaboradores 5 descreveram um metodo simi¬ 
lar, porem sob condigoes mais alcalinas. 

O periodo de tratamento alcalino permite a 
separagao das cadeias de DNA. O relaxamento 
alcalino deve elevar o pH por um curto perio¬ 
do de tempo, de modo que o DNA se torne par- 




cialmente relaxado, sendo que a extensao da 
separagao das cadeias vai depender da quan- 
tidade de quebras presentes. Ja no metodo de 
eluigao neutro (sem desnaturagao), o indice 
de eluigao do DNA depende da frequencia de 
quebras de fita dupla, nao sendo alterado por 
quebras de fita simples. 6 Alem disso, nesse en- 
saio pode ser realizado um passo extra de di- 
gestao com endonucleases de lesao especifica 
apos a lise, permitindo a detecgao quantitativa 
de bases danificadas: as bases oxidadas sao as 
mais comumente avaliadas em estudos. 1 ’ 3 

A molecula de DNA e organizada em nu- 
cleossomos nas celulas vivas, sendo o enrola- 
mento do DNA em volta do core de histonas 
que permite sua compactagao. Apos a lise em 
NaCl 2,5 M, grande parte das histonas e remo- 
vida e a estrutura dos nucleossomos e afetada, 
porem o DNA continua condensado. 6 A sub- 
sequente incubagao alcalina e a eletroforese 
fazem com que as algas de DNA que conte- 
nham quebras se movam em diregao ao ano- 
do, formando a “cauda do cometa”, visivel sob 
microscopia optica ou de fluorescencia, com 
o uso de metodos de coloragao adequados. A 
quebra de fita simples pode gerar fragmentos 
que migram com a eletroforese ou relaxar a 
estrutura supercondensada na regiao de DNA 
que o dano ocorreu, permitindo a essa regiao, 
em forma de alga, se estender no campo ele- 
troforetico. As imagens obtidas assemelham- 
-se a cometas, e o conteudo relativo ao DNA 
na cauda indica a frequencia de quebras, que 
podem ser originados a partir de quebras de 
fita simples, fita dupla ou sitios alcali-labeis, 
onde se incluem os sitios apurinicos e apiri- 
midinicos (sitios AP). Entretanto, as lesoes 
primarias detectadas por esse ensaio podem 
ser corretamente reparadas, nao gerando al- 
teragoes geneticas permanentes. 

Sob condigoes alcalinas, o relaxamento das 
duas cadeias de DNA ocorre, o que pode gerar 
diferengas em detalhes da cauda do cometa de 
ensaios neutros e de ensaios alcalinos. O DNA 
da cauda de um cometa alcalino aparenta ser 
granular, se houver fragmentos de DNA pre¬ 
sentes. Contudo, o fator essencial que deter- 
mina se um segmento de DNA e observado na 
cauda do cometa ao inves da cabega do cometa 
e o relaxamento do DNA supercondensado, o 
qual depende de quebras e ocorre independen- 
temente do pH. Dessa forma, com o aumento 
dos niveis de dano, e a intensidade relativa da 


coloragao do DNA na cauda que aumenta, ao 
inves do comprimento da cauda - inteiramen- 
te consistente com o aumento do numero de 
algas de DNA tornando-se relaxadas. 6 

Como visto anteriormente, o dano de DNA 
consiste principalmente de lesoes transito- 
rias. O dano avaliado representa um estado 
dinamico regular, com um balango entre a 
fixagao e a remogao (reparo) do dano. O en¬ 
saio cometa gera uma mistura de lesoes, como 
quebras de fita simples e fita dupla, sitios AP 
e intermediaries de reparo, assim como, em 
celulas proliferativas, quebras associadas a re- 
plicagao. 1 Acredita-se que existam duas influ- 
encias gerais na atividade de reparo do DNA: 
uma genetica, relacionada a polimorfismos, e 
a outra ambiental, em um amplo sentido (in- 
cluindo exposigoes, dieta e outros habitos de 
vida). 7 

A partir de agora, iniciaremos uma revi- 
sao abrangente sobre o ensaio cometa, com 
informagoes sobre diversas questoes e fatores 
envolvidos na realizagao e aplicabilidade des¬ 
sa tecnica, alem de alguns dados que buscam 
auxiliar no entendimento de sua significancia 
biologica. Concluindo este capitulo, apresen- 
tamos a descrigao da tecnica do cometa em 
pH alcalino. 


Apoptose 

A avaliagao de processos apoptoticos pelo 
ensaio cometa nao e aceita pela totalidade dos 
pesquisadores. Alguns autores descrevem que 
a probabilidade de detecgao dos fragmentos 
de DNA provenientes de apoptose pelo ensaio 
cometa e minima. Para eles, a apoptose nao e 
uma consequencia imediata a um insulto celu- 
lar severo, levando tempo para ser desenvol- 
vida e, alem disso, os danos que ocorrem na 
apoptose, por definigao, sao irreversiveis, en- 
quanto que os danos avaliados no ensaio co¬ 
meta sao reparaveis. Porem, em casos de ana- 
lises de celulas durante varias horas apos um 
tratamento indutor de apoptose, as quebras 
de cadeias reveladas no ensaio cometa pode- 
riam ser representativas de estagios iniciais da 
apoptose. Alguns estudos descrevem que celu¬ 
las necroticas ou apoptoticas podem resultar 
em cometas com cabegas pequenas ou inexis- 
tentes e caudas largas e difusas, comumente 
descritas como cometa ourigo ( hedgehogs ), 
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“celulas-fantasma”, “nuvens” ou “nucleo ce- 
lular nao detectavel”. O ensaio cometa in vi¬ 
tro demonstra que essas celulas podem ser 
visualizadas apos tratamento com agentes ci- 
totoxicos e nao genotoxicos. Entretanto, tais 
imagens microscopicas tambem podem ser 
detectadas apos tratamento com altas doses 
de radiagao ou altas concentrates de fortes 
agentes mutagenicos, nao sendo, portanto, 
diagnostico unico para apoptose/necrose. 3 


Linfocitos 

Os leucocitos sao, de modo geral, as unicas 
celulas validas para biomonitoramento, e ha 
muitas vantagens sobre isso: sao facilmente 
obtidos em grande numero, nao requerem 
cultura celular, sao celulas diploides e quase 
todos estao na mesma fase do ciclo celular 
(G 0 ). Os linfocitos podem ser isolados por 
centrifugagao com uma solugao que contem 
diatrizoato de sodio e polissacarideo, ou uma 
preparagao similar, a fim de reter os linfocitos 
enquanto outras celulas brancas e eritrocitos 
passam atraves dessa camada. 6 

Os estados celular, nuclear e metabolico 
dos linfocitos (incluindo o DNA) podem re- 
fletir o estado geral do organismo, a medida 
que eles circulam atraves de todo o corpo 
humano ou animal. Entretanto, e importan- 
te levar em consideragao que, para se obter 
o nivel de dano de um orgao em particular 
(com seu metabolismo especifico), os linfoci¬ 
tos talvez possam nao servir. Uma limitagao 
adicional dos linfocitos e a questao da sobre- 
vivencia muito limitada in vitro , a menos que 
estimulados por mitogenos, como a fitoema- 
glutinina. Alem disso, por possuirem variagao 
fenotipica de individuo para individuo, alguns 
autores acham que sua utilizagao pode nao ser 
tao adequada, levando ao uso de linhagens 
celulares de padrao permanente para muitas 
propostas experimentais. 6 

O congelamento de linfocitos recentemen- 
te isolados nao aumenta os niveis endogenos 
de dano de DNA. Ha um protocolo de conge¬ 
lamento lento dos linfocitos, feito em meio de 
cultura celular MEM ( minimal essential me¬ 
dium ) ou meio RPMI (Roswell Park Memorial 
Institute ) com 10% de soro bovino fetal e 10% 
de dimetil-sulfoxido (DMSO), mantidos a 
-8o°C. Alem desse protocolo, ha outro para 


congelamento do sangue total, onde a amos- 
tra e misturada com um volume igual de meio 
contendo 20% de DMSO e estocada a -8o°C. 
Nao foram observadas diferengas nas quebras 
das cadeias de DNA entre amostras de sangue 
congeladas e frescas. 1 


DNA mitocondrial 

O DNA mitocondrial (DNAmt) possui um 
tamanho de 16.569 pb ou 11 x 10 6 Da, ou seja, 
e muito menor do que os fragmentos de DNA 
que compoem a cauda do cometa. Alem disso, 
o DNAmt nao esta associado de forma alguma 
a matriz nuclear, sendo simplesmente muito 
pequeno para ser detectado por essa tecnica. 6 


Celulas-alvo e substitutas 

Uma das maiores aplicagoes do ensaio co¬ 
meta e a avaliagao da genotoxicidade local no 
primeiro sitio de contato do tecido para com- 
postos com fraco sistema de bioavaliabilidade 
e para compostos de curta existencia (ou seus 
metabolitos). A avaliagao dos efeitos genoto¬ 
xicos em orgaos expostos diretamente pode 
orientar certos cenarios de exposigoes huma- 
nas. 3 

Como visto anteriormente, as celulas de es- 
colha para amostragem em estudos de biomo¬ 
nitoramento sao, frequentemente, os linfoci¬ 
tos (ou leucocitos). Porem, devemos lembrar 
que os leucocitos nao sao representatives de 
todas as celulas do corpo. Celulas mais apro- 
priadas de outros tecidos e orgaos podem ser 
validas em algumas situagoes. Celulas esfo- 
liadas da bexiga, celulas epiteliais da mucosa 
oral e nasal, celulas epiteliais do ducto lacri¬ 
mal e celulas oriundas de biopsias vem sendo 
utilizadas, porem “bons cometas” (com niveis 
baixos razoaveis de dano) podem nao ser ob¬ 
tidos, especialmente quando o tecido precisa 
ser desagregado ou quando muitas celulas 
mortas ou senescentes estao presentes. 1 


Reparo de DNA 

Diferengas individuals na capacidade de 
reparo estao vinculadas a suscetibilidade ao 



cancer, fazendo do reparo de DNA um impor- 
tante marcador em estudos de biomonitora- 
mento. Uma baixa capacidade de reparo pode 
sugerir um nivel de dano estavel relativamen- 
te elevado ou implicar em uma falta de indu- 
gao, devido a niveis baixos de dano. A maneira 
mais simples de medir o reparo de DNA em 
celulas humanas e por meio da avaliagao da 
cinetica do reparo das quebras de DNA ou de 
sitios sensiveis a enzimas durante a incubagao 
das celulas apos o tratamento com agentes in- 
dutores de danos especificos. 1 

Em estudos que envolvem o reparo de 
DNA, ha varias vias de reparo, que incluem o 
reparo de quebras de cadeia simples e o REB, 
sendo que ambos podem ser estudados com o 
uso do ensaio cometa. O reparo de quebras de 
cadeia simples, que se aplica a reincorporagao 
do DNA nos pontos de quebra induzidos por 
radiagao ionizante ou agentes como o H 2 0 2 , e 
um processo rapido na maioria das linhagens 
celulares normais (tempo medio de aproxi- 
madamente 10 minutos); porem, em linfoci- 
tos recentemente isolados, esse processo pode 
durar varias horas. A explicagao para esse fato 
e que, imediatamente apos o isolamento, os 
linfocitos sofrem danos oxidativos devido a 
exposigao repentina a alta concentragao de 0 2 
na atmosfera (comparada ao sangue), sendo 
que a aparente demora no reparo de quebras 
induzidas por H 2 0 2 e parcialmente contabi- 
lizada pelo dano oxidativo continuo e pelas 
quebras de cadeia adicionais, enquanto o sis- 
tema de reparo age. 6 ’ 7 

Devido a essas incertezas, foi proposta uma 
nova abordagem in vitro. Um simples extrato de 
celulas totais e preparado a partir de linfocitos, 
por meio de congelamento-descongelamento e 
lise com Triton X-ioo. O substrato da reagao 
consiste em nucleoides embebidos em agarose 
contendo um excesso de um tipo particular de 
dano de DNA. Na primeira versao desse teste, 
o substrato era primeiramente tratado com 
Ro 19-8022 com exposigao a luz para induzir 
8-oxoGua antes da inclusao em agarose. A in¬ 
cubagao do substrato com o extrato resulta na 
produgao de quebras de cadeia no substrato 
de DNA, refletindo a capacidade das celulas de 
realizarem o passo inicial de reparo das bases 
oxidadas. Esse parametro de capacidade de re¬ 
paro tern sido utilizado em estudos de biomo- 
nitoramento e, recentemente, esse metodo foi 
modificado para a avaliagao da capacidade do 


REN, com a utilizagao de um substrato de DNA 
danificado por diol-epoxido benzo[a]pireno ou 
nucleoides de celulas pre-tratadas com UV. 6 

De qualquer forma, como o reparo de DNA 
pode ser utilizado como um biomarcador va- 
lido em estudos populacionais, essas ainda 
sao questoes de continua investigagao e dis- 
cussao. 


Endonucleases de 
lesao especifica e 
estresse oxidativo 

O ensaio cometa e capaz de detectar que¬ 
bras de cadeias de DNA e sitios alcali-labeis, 
os quais incluem os sitios AP, que surgem pela 
perda de uma base danificada, levando a re- 
dugao de uma base nitrogenada na estrutura 
do nucleotideo. Os sitios AP ocorrem como 
intermediaries durante o REB, podendo tam- 
bem surgir espontaneamente devido a altera- 
goes na estabilidade quimica, resultantes de 
mudangas nas bases ou agucares. O uso de 
pH > 13 (que corresponde a 0,3 M de NaOH 
no protocolo usual do ensaio cometa) e sufi- 
cientemente capaz de converter sitios AP em 
quebras; porem, um pH proximo de 12 (que 
corresponde a 0,03 M de NaOH) nao e capaz 
de permitir essa conversao. Entretanto, ainda 
nao e bem estabelecido que uma incubagao de 
40 minutos em 0,3 M de NaOH e realmente 
suficiente para converter todos os sitios AP, 
ou mesmo qual e o nivel basal dos sitios AP, 
que provavelmente possuam variagao entre os 
diferentes tipos celulares. 6 

As quebras de cadeias e os sitios AP nao 
sao os unicos tipos de dano em celulas nor¬ 
mais: as bases oxidadas tambem podem estar 
presentes. Bases de DNA oxidadas sao indi- 
cativas do estado redox geral do organismo, 
podendo atuar como um marcador indepen- 
dente, util em estudos de doengas cronicas, 
como doengas vasculares e o diabete. O ensaio 
cometa, portanto, atua como um biomarcador 
na avaliagao dos efeitos do estresse oxidativo 
ou da protegao antioxidante em humanos, a 
partir da analise dos produtos de oxidagao do 
DNA. 1 

Bases oxidadas podem ser detectadas pelo 
ensaio cometa por meio da incorporagao de 
um passo adicional na tecnica: apos a lise das 
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198 celulas embebidas em agarose, o DNA e dige- 
rido com endonucleases de lesao espedfica, 
aumentando a sensibilidade e a especificidade 
do ensaio cometa. 6 As especificidades varia- 
das das enzimas de reparo fazem delas fer- 
ramentas muito uteis na analise do espectro 
de dano induzido nas celulas pela exposigao 
a um agente genotoxico. Essas enzimas estao 
envolvidas no reparo do DNA, alem de possu- 
irem atividade espedfica contra certas lesoes, 
introduzindo uma quebra nos sitios onde ha 
uma base danificada. 1 

O requerimento de substratos e a habili- 
dade de clivar adutos especificos podem ser 
diferentes in vitro e in vivo. Controles positi- 
vos tratados devem ser preparados cuidadosa- 
mente para serem adequados ao estudo, a fim 
de produzir apenas as lesoes de interesse. Para 
a certificagao de que as lesoes de interesse es¬ 
tao quantitativamente detectadas, e de que as 
quebras inespecificas nao estao ocorrendo, as 
condigoes otimas de reagao (para cada lote de 
enzima) precisam ser estabelecidas por titula- 
gao, variando a concentragao da enzima e/ou 
o tempo de incubagao. 6 


Eletroforese 

Como regra geral para a performance da 
eletroforese no ensaio cometa, utiliza-se uma 
voltagem fixa de 25 V, e normalmente uma 
corrente de 300 mA, a qual e ajustada pelo 
volume total do tampao de eletroforese. O 
ajuste da quantidade de tampao na cuba de 
eletroforese pode variar de uma fina camada 
a alguns milimetros dessa solugao acima da 
plataforma, onde as laminas ficam acomoda- 
das para a eletroforese. Qualquer variagao na 
profundidade do tampao ao longo da super- 
ficie da cuba pode resultar em efeitos signifi- 
cativos na voltagem, na temperatura local e 
no pH. 

Na realidade, a voltagem total aplicada e 
tambem a corrente sao, em teoria, irrelevan- 
tes, ja que a voltagem atraves do gel (V/cm na 
plataforma) e a forga motriz para a eletrofore¬ 
se da molecula de DNA. Uma corrente maior, 
portanto, e preferivel, desde que a fonte de 
alimentagao possa fornecer essa energia. Com 
isso, o parametro que deve ser especificado na 
descrigao das condigoes de eletroforese e a V/ 
cm atraves da plataforma. 


Avaliagao dos cometas 


Um importante parametro no caso do en¬ 
saio cometa e o escore medio de cada amostra. 
Ao menos dois geis replicados sao necessarios 
para a obtengao do valor medio da amostra, e 
esses valores medios sao utilizados nas analises 
estatisticas, enquanto que a escolha do teste es- 
tatistico mais adequado depende da distribui- 
gao dos dados (distribuigao normal ou nao). 

Atualmente, existem diferentes aborda- 
gens para a avaliagao dos cometas. Sao elas: 

• medigao do comprimento da cauda do 
cometa por microfotografia, que fornece 
informagoes limitadas, como o aumento 
do comprimento da cauda somente a ni- 
veis baixos de dano - e que logo se tornam 
maximos - reduzindo, dessa maneira, a 
escala util do ensaio; 

• classificagao dos cometas por inspegao vi¬ 
sual, tipicamente em cinco classes: o (zero) 
representa celulas sem dano (cometas sem 
cauda ou com caudas pouco detectaveis), 
e de 1 a 4 representam um aumento rela- 
tivo na intensidade das caudas. O somato- 
rio dos valores (de o a 4) dos 100 nucleos 
analisados resulta no valor individual, que 
pode variar, dessa forma, de o a 400 uni- 
dades arbitrarias (Figura 18.1); 

• analise de imagens, atraves de uma camera 
acoplada a um computador com software 
apropriado, disponivel comercialmente ou 
via internet. As imagens dos cometas sao, 
entao, selecionadas pelo operador; 

• sistemas automatizados, os quais procu- 
ram os cometas e realizam a analise com 
minima intervengao humana. 

A avaliagao visual dos cometas tern sido 
correlacionada a analise de imagens por com¬ 
putador, e o resultado demonstrou que ha 
uma boa - porem nao perfeitamente linear 
- correlagao entre a classificagao visual e os 
parametros de analise de imagens (relativos 
a intensidade da cauda ou ao momento da 
cauda), e a calibragao com base em radiagao 
pode ser aplicada a cometas classificados vi- 
sualmente, tal como a analise de imagens por 
computador. 



199 


O ensaio cometa possui uma faixa dinami- 
ca limitada, saturando quando a maior parte 
do DNA esta na cauda. Isso se torna um pro- 
blema com o uso de endonucleases de lesao 
especifica para medir danos adicionais de 
bases, pois o resultado total de dano pode se 
aproximar do limite de saturagao, e os resul- 
tados finais referentes aos sitios sensiveis a 
enzima possivelmente sejam subestimados, a 
menos que a calibragao do ensaio tenha sido 
realizada com muito cuidado. 6 Quanto a colo- 
ragao, varios tipos de corantes sao utilizados 
para a visualizagao dos cometas. Brometo de 
etidio e DAPI sao os fluorocromos mais co- 
mumente utilizados. Ha tambem diversas 
coloragoes alternativas, como iodeto de pro- 
pidio, YOYO-i™, SybrGold™, SybrGreen™, 
TOTO™ e prata (para coloragao nao fluores- 
cente). 6 


Calibragao 

E muito util e informativo se os resultados 
do cometa, obtidos como porcentagem do 
DNA na cauda ou como unidades arbitrarias, 
possam ser expressos em unidades “reais”, 
tais como quebras de DNA por to 9 Da. Isso 
depende da calibragao do ensaio cometa, que 
pode ser realizada pela medida do dano de ce- 
lulas expostas a uma faixa de doses de radia- 
gao ionizante. 1 Assim, os resultados podem ser 
expressos em equivalentes Gy. A faixa de dano 
detectada com o ensaio cometa e de cerca de 
0,2 a 10 equivalentes Gy, ou 0,06 a 3 quebras 
por 10 9 Da. Com isso, cerca de cem a milhares 
de quebras por celula humana podem ser de- 
tectadas. Isso, convenientemente, englobaum 


Figura 18.1 

Classes do cometa: 
os diferentes escores 
(de o a 4) sao atribui- 
dos de acordo com o 
formato da cabega e da 
cauda (DNA migrado). 
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nivel de dano plausivel encontrado em celulas 
controle como um valor basal normal, assim 
como o dano que e infligido experimental- 
mente, sem ocasionar morte celular. 6 


Cuidados para a garantia da 
confiabilidade do ensaio 

Os passos referentes a tecnica, desde a ob- 
tengao da amostra ate a avaliagao final dos 
dados, influenciam na confiabilidade dos re- 
sultados. Cada laboratorio deve estabelecer 
e implantar procedimentos-padrao para to- 
dos os experimentos, para a manipulagao das 
amostras e para as analises. Como sabemos 
que os laboratorios nao realizam seus estudos 
a partir de protocolos identicos, estudos de 
validagao interlaboratorios continuam sendo 
praticas importantes a serem adotadas. 

E recomendado que as amostras sejam 
processadas o mais rapido possivel, a fim de 
evitar niveis alterados de dano associados 
ao tempo de armazenamento. Quanto maior 
o tempo entre a coleta das amostras e o pro- 
cessamento, maior podera ser o declinio dos 
niveis de dano devido a agao do sistema de 
reparo e/ou a perda de celulas extremamente 
danificadas. Alem disso, pode ocorrer um au- 
mento nos niveis de dano de DNA associado 
as condigoes de armazenamento. 8 Lesoes pri- 
marias de curta duragao, como as quebras de 
fita simples (que podem sofrer rapido reparo), 
podem ser perdidas. A refrigeragao das amos¬ 
tras a 8°C ou menos, alem do processamento 
entre 2 a 6 horas apos a coleta, minimiza a 
perda dos danos de DNA e possivelmente ga- 
rante que essas lesoes sejam capturadas pelo 
ensaio cometa (Quadro 18.1). 3 


Fatores associados a 
genotoxicidade 


de fumar, que possui resultados conflitantes 
pelo ensaio cometa em inumeros estudos. 
Entretanto, alguns autores apontam que ni¬ 
veis de fumo maiores que 20 a 30 cigarros/dia 
aparentam ser relevantes para os indices de 
genotoxicidade detectados pelo ensaio come¬ 
ta. 10 No caso da idade, os resultados tambem 
variam, porem o envelhecimento esta asso¬ 
ciado a um leve aumento nos niveis de bases 
oxidadas/quebras de cadeias. Alem disso, o 
ambiente de moradia (rural versus urbano) 
parece influenciar nos niveis de dano e no re¬ 
paro subsequente. 1 


Intera^ao gene-ambiente 

Ha um crescente interesse em investigar 
polimorfismos e suas influencias no fenoti- 
po. Diversos estudos de biomonitoramento 
incluem marcadores geneticos (single nucle¬ 
otide polymorphisms ) como biomarcadores 
de suscetibilidade individual para avaliagao 
da modulagao dos efeitos de exposigao sobre 
os niveis de dano de DNA e de reparo, ja que 
as respostas aos fatores ambientais frequente- 
mente dependem de polimorfismos geneticos 
especificos. Sabemos que e praticamente im- 
possivel a analise de todos os polimorfismos 
geneticos. Porem, dependendo da exposigao, 
da populagao de estudo e dos fatores de con- 
fusao, ao menos os polimorfismos mais rele¬ 
vantes devem ser levados em consideragao. 
Como exemplos, temos os polimorfismos em 
genes de reparo, como os genes XPA, XPD, 
XPG, XPC, XRCCi e XRCC3, e nos genes da 
glutationa-S-transferase (GST), que sao enzi- 
mas importantes para o controle do estresse 
oxidativo e que parecem influenciar na esta- 
bilidade do DNA e nos efeitos genotoxicos de 
exposigao por outros mecanismos, exercendo 
uma provavel fungao protetora contra danos 
oxidativos de DNA. 1 ’ 7 


Devido a grande sensibilidade do ensaio 
cometa, alguns fatores devem ser levados em 
consideragao. Esses fatores incluem consumo 
de alcool, dieta, inumeras doengas cronicas, 
infecgoes, exercicio fisico, sexo, idade e taba- 
gismo. 9 Ainda nao esta claro se os niveis ba- 
sais de dano de DNA diferem entre homens 
e mulheres, assim como o efeito do habito 


Infertilidade masculina 
e reprodu^ao assistida 

Na espermogenese, as protaminas (que 
possuem a metade do tamanho das histonas) 
substituem a maioria das histonas, e a croma- 
tina e enrolada dentro de estruturas unicas 
supercondensadas com formato de donuts , 



denominadas toroides. Quando o esperma 
passa pelo epididimo, as protaminas sofrem 
ligagoes cruzadas dissulfidicas, reduzindo a 
cromatina para um sexto do seu volume. 

No uso do ensaio cometa em pH alcalino, a 
real quantidade de danos de um esperma pode 
ser medida. Como esse metodo requer apenas 
too celulas por analise, isso tern facilitado os 
estudos que envolvem a analise do DNA de 
esperma testicular e, tambem de homens com 
baixa concentragao de esperma (baixo numero 
de espermatozoides). Para a otimizagao do uso 
do ensaio cometa em amostras de esperma, foi 


determinado que a percentagem do DNA na 
cauda e o parametro de maior reprodutibilida- 
de para a classificagao dos cometas. 

Limiares clinicos para o sucesso em tra- 
tamentos de reprodugao assistida ainda nao 
foram estabelecidos para o ensaio cometa 
em pH alcalino; entretanto, o seu valor clini- 
co tern sido demonstrado em diagnostics de 
perils de semen subotimos e, tambem, em as- 
sociagoes com parametros classics da analise 
de semen, como concentragao do esperma, 
morfologia, fungao mitocondrial e penetragao 
no oocito. 11 
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QUADRO 18.1 


Descri^ao da tecnica (amostra utilizada: sangue total) 

Atecnica de eletroforese em celula unica com pH alcalino ou ensaio cometa em pH alcalino deve ser 
realizada sob ausencia de luz direta, para que nao ocorra indugao de dano de DNA. As laminas sao 
preparadas com a adigao de 300 pL de solugao de agarose regular sobre cada lamina microscopica, 
a qual solidifica a 4°C, durante 5 a 30 minutos. Uma mistura composta de 5 pL de sangue total com 
95 pL de agarose low-melting 0,7% e adicionada a lamina e, em seguida, uma laminula e colocada 
sobre a lamina. As laminas sao acomodadas em um recipiente e mantidas em geladeira por cinco 
minutos, ate a camada de agarose solidificar. Apos esse tempo, a laminula e delicadamente retirada 
da lamina, sendo esta colocada em uma solugao de lise gelada e recem-preparada, composta por 
NaCI 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 10,2, 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO. Depois de 
1 a 24 horas a 4°C, as laminas sao gentilmente removidas da solugao de lise. Elas sao acomodadas 
em uma cuba horizontal resfriada a 4°C e submersas em tampao de eletroforese recentemente pre- 
parado (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH > 13), ficando em espera durante 20 minutos. Ao termino 
do tempo estabelecido, a fonte e ligada. A eletroforose ocorre a 25 V e 300 mA (-0,95 V/cm), durante 
20 minutos. Com o termino da eletroforese, as laminas sao delicadamente removidas da cuba, e 
adiciona-se tampao de neutralizagao (Tris 0,4 M, pH 7,5) tres vezes, durante cinco minutos cada. Em 
seguida, as laminas sao lavadas tres vezes com agua destilada, e posteriormente deixadas secando 
ao ar por, no minimo, 24 horas. O DNA pode ser corado de diferentes maneiras, como visto anterior- 
mente, e para a avaliagao e a classificagao dos danos de DNA, 100 celulas por lamina sao analisadas 
individualmente em um microscopio, em aumento de 400x. Para avaliagao dos cometas, sugerimos 
o metodo de classificagao visual (ja descrito anteriormente), onde o zero representa celulas sem 
dano (cometas sem cauda ou com caudas pouco detectaveis), e de 1 a 4 representam um aumento 
relativo na intensidade das caudas. O somatorio dos valores (de 0 a 4) dos 100 cometas resulta no 
valor individual, que pode variar, dessa forma, de 0 a 400 unidades arbitrarias. 


Fonte: Adaptado de Tice e colaboradores . 12 
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Capitulo 19 


Maria de Lourdes L. F. Chauffaille 


Diagnostic*) 
citogenetico da 
leucemia mieloide cronica 


Introdu^ao 

A leucemia mieloide cronica (LMC) e uma 
doenga mieloproliferativa clonal, que se ori- 
gina de celula progenitora multipotente que 
adquiriu mutagao genetica. Ela encaixa-se no 
grupo de doengas mieloproliferativas cronicas 
(DMPc) da classificagao da OMS. 1 

A LMC e uma doenga bi ou trifasica. A fase 
inicial e chamada de fase cronica (FC). O pa- 
ciente queixa-se de fraqueza, cansago, indis- 
posigao, dor abdominal, aumento de volume 
do abdome ou empachamento apos as refei- 
goes devido ao aumento do tamanho do bago. 
Cerca de 30 a 40% dos pacientes sao diagnos- 
ticados em exames de rotina, enquanto 75% 
tern esplenomegalia no exame fisico. Antes da 
era de medicamentos antitirosinaquinase, a 
FC durava em media quatro anos. 

A LMC evolui espontaneamente para fases 
avangadas: crise blastica (CB) com ou sem 
uma fase intermediaria, denominada fase 
acelerada (FA). Nestes estagios avangados, as 


celulas nao conseguem se diferenciar e ha pre- 
dominio de blastos (linfoides ou mieloides). 
Neste momento, os pacientes, em geral, sao 
sintomaticos com febre, dor ossea, sangra- 
mento e sudorese. 

A FA precede a CB em 2 a 15 meses, e esta 
ultima se parece superficialmente com uma 
leucemia aguda de novo. Quando comparada 
com a FA, a CB e mais facil de definir, ja que 
os criterios sao os mesmos de leucemia agu¬ 
da ou ha infiltragao de blastos em orgaos ou 
tecidos. 

A fisiopatologia da LMC se baseia na pre- 
senga do cromossomo Philadelphia (Ph), uma 
anormalidade citogenetica adquirida, ou seja, 
a t(9;22)(q34;qn) (Figura 19.1), formando 
o rearranjo genico BCR-ABL. O gene da fusao 
BCR-ABLi transcreve RNAm, que codifica 
uma proteina com atividade tirosina-quinase 
maior que a proteina produzida pelo ABL 
“selvagem”. Dependendo do ponto de quebra 
no BCR, o produto da fusao pode ser: M-BCR 
( major ), m-BCR (minor) ou pBCR. O M-BCR 
e o mais comum na LMC, e resulta em pro- 
teina de 210 kD (p2io BCR_ABL ). O m-BCR, que 


Figura 19.1 

Translocagao entre os 
cromossomos 9 e 22 , 
tipica da LMC. 
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codifica a pi90 BCR " ABL , ocorre em dois tergos 
das leucemias linfocitas agudas, sendo menos 
frequente na LMC. O pBCR codifica uma pro- 
teina de 230 kD, bem mais rara. 

Ativagao constitutiva da sinalizagao mi- 
togenica, redugao da apoptose e redugao da 
adesao das celulas ao estroma e a matriz ex- 
tracelular sao as possiveis agoes da proteina 
BCR-ABLi na fisiopatologia da LMC. 

Cerca de 95% dos pacientes com LMC apre- 
sentam a translocagao entre os cromossomos 
9 e 22 [t(9;22)(q34;qn.2)], resultando no cro- 
mossomo Ph. O cariotipo da medula ossea e 
o metodo de escolha para tal detecgao porque 
permite a avaliagao de todos os cromossomos 
e a identificagao de alteragoes adicionais, cro- 
mossomo Ph variante simples ou complexo. 

O cromossomo Ph variante ocorre entre 5 e 
10% dos casos e pode ser simples ou comple¬ 
xo. Os simples e aquele no qual esta envolvi- 
do outro cromossomo alem do 9 e do 22, por 
exemplo, t(9;22;6), 2 e o complexo conta com 
a participagao de pelo menos dois outros cro¬ 
mossomos, por exemplo, t(i;9;22;ii). 3 O cro¬ 
mossomo Ph variante pode ter sido formado 
concomitantemente ao evento biologico que 
originou t(9;22), na forma de um rearran- 
jo simples com quebra simultanea de varios 
cromossomos seguida por fusao cruzada, ou 
pode ser fruto de dois eventos sucessivos - o 
primeiro, no qual se deu t(9;22), e um subse- 
quente, que envolveu outros dois cromosso¬ 
mos e originou a forma complexa. 4 ’ 5 

Alem disso, cerca de 50% dos cromosso¬ 
mos Ph variantes podem apresentar delegao 
adicional de regioes nos cromossomos 9 ou 
22, a montante do ponto de quebra habitual, 
detectada por meio de hibridizagao in situ por 
fluorescencia. 

A presenga do cromossomo Ph classico 
com alteragoes adicionais representa < 5% 
dos casos e, dependendo da alteragao, pode 
significar tanto evolugao clonal como altera¬ 
gao constitucional. 

A detecgao de evolugao clonal apresen- 
ta correspondence clinica com progressao 
da doenga para FA ou CB, se caracterizando 
pelo aparecimento de alteragoes cromosso- 
micas adicionais ao cromossomo Ph, mais 
frequentemente representadas por trissomia 
8, aquisigao de um segundo cromossomo Ph 
(duplo Ph) isocromossomo do brago longo do 


17, trissomia 19 e trissomia 21, entre outras. 6 
A evolugao clonal pode estar presente em 7% 
dos casos de LMC ao diagnostico, embora o 
mais frequente seja a ocorrencia em fase mais 
tardia, no decorrer da progressao da doenga, 
sendo detectavel pelo cariotipo meses antes de 
outras manifestagoes clinicas ou hematologi- 
cas. A evolugao clonal pode ser observada em 
42% dos casos em FA e em 80% dos pacientes 
em CB. Isto e, na CB, 75 a 80% dos pacientes 
apresentam as alteragoes cromossomicas adi¬ 
cionais descritas anteriormente. 

A ausencia do cromossomo Ph em caso 
clinicamente compativel com LMC suscita a 
investigagao da presenga do rearranjo BCR/ 
ABLi por metodos moleculares, tais como 
FISH ou PCR, ja que o rearranjo pode estar 
presente na ausencia de alteragao cromosso- 
mica. Em especial, esse fenomeno pode ser 
observado quando essas celulas nao entram 
em divisao e, por conseguinte, o clone nao 
pode ser detectado pelo metodo citogenetico. 
Tal situagao ocorre em <5% dos casos, sendo 
denominada “cromossomo Ph mascarado”. O 
comportamento evolutivo desses pacientes e 
igual aqueles Ph-positivos. 

Na presenga de outras anomalias cromos¬ 
somicas diferentes do Ph, tambem deve-se 
conferir a presenga do rearranjo BCR/ABL 
por outros metodos. Caso o rearranjo esteja 
de fato ausente, a alteragao cromossomica e 
indicativa de doenga clonal e, nesses casos, 
considera-se a doenga como LMC atipica. 

Diante do fato de a LMC apresentar o cro¬ 
mossomo Ph, foi possivel o desenvolvimento 
de novos agentes terapeuticos, como as dro- 
gas inibidoras da tirosina-quinase (TK). Essa 
modalidade de medicamento proporciona a 
remissao hematologica, citogenetica e molecu¬ 
lar, o que tornou necessario o monitoramento 
adequado dos pacientes para a demonstragao 
da eficacia do tratamento, o controle da resis- 
tencia/recaida ou a introdugao de medidas al- 
ternativas no caso de falha terapeutica. 

Estabeleceu-se como 20 o numero mmimo 
de metafases para a analise do cariotipo, pois 
se trata de amostragem suficiente para afastar 
mosaicismo maior que 14% com intervalo de 
confianga de 95%, ou ainda detectar a presen¬ 
ga de subclones. 7 ’ 8 

A resposta citogenetica e graduada con- 
forme a porcentagem de celulas Ph-positivas 



residuais na medula ossea, a saber: resposta 
minima, quando houver de 66 a 95% de ce- 
lulas Ph-positivas; resposta menor, com 36 a 
65%; resposta parcial, com 1 a 35%, e resposta 
completa, com ausencia do cromossomo Ph 
(Tabela 19.1). As respostas completa e par¬ 
cial tambem sao interpretadas como resposta 
maior. 

Cerca de 40% dos pacientes em uso de dro- 
ga antitirosina-quinase (mesilato de imatinibe) 
apresentarao resposta citogenetica maior em 
seis meses, e 65% alcangarao remissao citoge¬ 
netica completa em um ano de tratamento. 9 

Raros pacientes em uso de medicamento 
antitirosina-quinase podem apresentar al¬ 
teragoes cromossomicas clonais nas celulas 
Ph-negativas, 10 tais como +8, -yq e -Y. Em 
alguns casos, as anormalidades observadas 
sao transitorias, enquanto em outros elas 
persistem ou aumentam de proporgao com 
o tempo. Aparentemente, tais alteragoes nao 
predispoem a transformagao para sindrome 
mielodisplasica ou leucemia aguda e tam- 
pouco sao consequencia do tratamento direto 
com mesilato de imatinibe. Essas alteragoes 
podem, entretanto, refletir instabilidade ge- 
nomica em uma populagao de celulas que 
precedeu a aquisigao do cromossomo Ph e, 
com a supressao do clone Ph, essa populagao 
torna-se evidente, podendo tambem corres- 
ponder a uma resposta anormal ao estresse 
consequente da restauragao da hematopoiese 
Ph-negativa e, presumivelmente, normal. A 
primeira hipotese torna-se mais convincente 
a luz da nogao de que a neoplasia e um evento 
de multiplos passos e o cromossomo Ph seria 
o fenomeno tardio que determinaria o estabe- 
lecimento clinico da LMC e o controle da evo- 
lugao da doenga. Nesse contexto, a redugao 
ou a eliminagao do clone Ph permitiria que a 


celula progenitora se expandisse, adquirindo 
nova anomalia cromossomica com potencial 
de escape ao controle da droga. Ha estudos 
que demonstram que o percentual de celulas 
Ph-negativas e inversamente proporcional ao 
clone Ph-positivo, sugerindo a coexistencia de 
duas populagoes celulares. 11 


Citogenetica molecular: 
hibridiza^ao in situ 
por fluorescencia 

A hibridizagao in situ por fluorescencia 
(FISH) e um metodo que utiliza sonda (se- 
quencia de DNA) complementar ao alvo que 
se pretende analisar. Essa tecnica pode ser 
usada para detectar o rearranjo BCR/ABLi ao 
diagnostico, e tern sido preconizada para as 
situagoes em que nao se tern metafases para 
analise ou de cromossomo Ph mascarado no 
cariotipo. Pela rapidez do teste, pode tambem 
ser usado em situagoes especificas. 

A primeira geragao de sondas (fusao sim¬ 
ples) permitia a visualizagao de um sinal cor- 
respondente ao ABL (vermelho) e outro ao 
BCR (verde). O rearranjo BCR/ABLi era de- 
tectado quando havia a uniao de dois sinais, 
um verde e um vermelho, conferindo uma cor 
amarelada, alem da presenga de mais um sinal 
verde e um vermelho isolados, corresponden- 
tes aos cromossomos homologos 9 e 22, nor- 
mais (Figura 19.2a). Entretanto, como podia 
haver justaposigao geografica de sinais, suge¬ 
rindo falsa fusao, o valor de normalidade va- 
riava conforme a qualidade tecnica e a destreza 
instaladas em cada laboratorio. 

A segunda geragao de sondas foi confeccio- 
nada para contornar esse problema e exibia 
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TABELA 19.1 

Graduacao da resposta citogenetica 


Tipo de resposta 

Porcentagem de celulas Ph-positivas 

Completa 

Ausencia 

Resposta maior 

Parcial 

1 a 35% 


Menor 

36 a 65% 


Minima 

66 a 95% 


Sem resposta 

> 95% 
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um sinal vermelho extra no brago longo do cro- 
mossomo 9 envolvido na translocagao. Nesse 
modelo, a celula com rearranjo apresentava, 
alem do sinal de fusao e dos sinais vermelho 
e verde isolados dos homologos normais, um 
sinal extra vermelho, correspondente ao alelo 
9 translocado (Figura 19.2b). Ja a terceira 
geragao de sondas, conhecida como de dupla 
fusao, apresenta sinais extras tanto no deriva- 
do 9q como no 22q, aumentando a sensibili- 
dade e a especificidade do metodo, mas, fun- 
damentalmente, permitindo a detecgao de de- 
legoes adicionais em ambos os cromossomos 
(Figura 19.2c). Gragas ao uso dessas sondas 
de segunda e terceira geragao, diversas situa- 
goes anormais com perda do sinal extra ou de 
dupla fusao puderam ser detectadas. 12 


Cerca de 9 a 33% dos casos de LMC tern 
delegao der(9q), fato que confere sobrevida 
significativamente mais curta que aqueles 
casos sem tal delegao. Um estudo realizado 
em 120 pacientes com LMC Ph+/BCR/ABL+ 
atendidos no ambulatorio de Leucemias da 
Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da 
UNIFESP revelou a presenga de delegao em 
der(9q) ou del 5’ ABL em 15% dos casos. Esses 
pacientes apresentaram sobrevida global (27 
versus 61 meses, p = 0,02) e duragao da FC (17 
versus 56 meses, p = 0,02) significativamente 
menores que os pacientes sem a delegao. 12 O 
mecanismo implicado para explicar a gravida- 
de da doenga nesses casos de delegao der(q) 
seria a perda de um ou mais genes supressores 
tumorais na regiao da delegao que induziria a 


(a) sonda de fusao simples 


I 



I 



(c) sonda de dupla fusao 
I 



II 



Figura 19.2 

Exemplo esquematico da 
sonda FISH: I = celula 
normal; II = celula com 
rearranjo BCR/ABL. 

# vermelho em 
microscopia fluorescente 

• verde em 

microscopia fluorescente 
















agressividade por evento secundario ou por 
haploinsuficiencia. Conforme anteriormente 
exposto, tais casos merecem atengao dedica- 
da tanto para a dose terapeutica como para o 
controle de tratamento. 

O metodo de FISH tem sido utilizado no 
diagnostic*) adjutoriamente ao cariotipo, 
para detecgao da delegao do derivado gq. 
Depois disso, pode ser usado no monitora- 
mento precoce, aos tres e seis meses de tra¬ 


tamento, como alternativa ao cariotipo da 
medula ossea, uma vez que pode ser feito em 
amostra de sangue periferico. Apos a remis- 
sao citogenetico-molecular, cabe o monitora- 
mento com PCR em tempo real por sua maior 
sensibilidade. A FISH volta a ter papel des- 
tacado na FA, na CB ou na fase de resisten- 
cia ao tratamento, quando pode evidenciar 
reaparecimento do rearranjo ou mesmo mais 
de uma copia por ocasiao da amplificagao da 
fusao genica. 
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Capitulo 20 


Maria de Lourdes L. F. Chauffaille 


Diagnostic*) citogenetico da 
leucemia mieloide aguda , 


Introdu^ao 

A leucemia mieloide aguda (LMA) e ca- 
racterizada pela proliferagao de mieloblastos 
anormais. Exposigao abenzeno, radiagao ioni- 
zante e tratamento com agentes alquilantes ou 
outras drogas citotoxicas podem causar LMA. 
Ela ocorre mais habitualmente em individuos 
adultos, e sua frequencia aumenta com a ida- 
de, ate que, acima dos 45 anos, corresponde a 
90 a 95% do total de leucemias agudas. 


Diagnostic© 

O diagnostico e feito por analise do hemo- 
grama, mielograma, imunofenotipagem, es- 
tudo cromossomico dos blastos (cariotipo) e 
analises moleculares. 

A classificagao da Organizagao Mundial da 
Saude (OMS) considera como criterio diag¬ 
nostico de LMA a infiltragao da medula os- 
sea (MO) por 20% ou mais de mieloblastos, 
levando em consideragao os aspectos geneti- 
cos e moleculares, alem de historia previa de 
mielodisplasia (Tabela 20.1). Dai a razao de, 
alem de examinar morfologicamente os mie¬ 
loblastos, proceder-se a imunofenotipagem e 
a analise citogenetica e molecular. 


Imunofenotipagem 

A citometria de fluxo permite identificar a 
diferenciagao mieloide (mieloblastos nao ex- 
pressam marcadores linfoides, imunoglobuli- 
na de membrana ou de citoplasma) em aproxi- 


madamente 98% dos casos. Para isso, deve-se 
usar uma bateria de anticorpos que assegure a 
distingao entre os subtipos de leucemias. Alem 
disso, o uso de multiplos marcadores ajuda a 
identificar fenotipos associados a determinadas 
anomalias citogeneticas, fenotipos aberrantes 
que podem auxiliar na detecgao de doenga re¬ 
sidual pos-terapia ou situagoes raras como as 
leucemias bifenotipicas ou de duas linhagens. 

O painel de anticorpos monoclonais (AcMo) 
deve conter marcadores dos precursores he- 
matopoieticos (CD34, HLA-DR, Tdt e CD45), 
linhagem B (CD19, CD20, CD22 e CD79a), li- 
nhagem T(CD2, CD3, Cd5 e CD7), mieloide 
(CD13, CD33, CD15, MPO e CD117) e megaca- 
rioblastica (CD41 e CD61). 


Citogenetica 

O estudo das alteragoes cromossomicas 
deve ser feito ao diagnostico para se prover 
a melhor classificagao da LMA, a escolha te- 
rapeutica, o prognostico, a eventual detecgao 
de doenga residual posterior, a recaida ou a 
evolugao clonal. Cerca de 75% das LMAs apre- 
sentam alteragoes de cariotipo, podendo ser 
numericas ou estruturais. 

Gragas aos estudos citogeneticos intensiva- 
mente realizados em LMA foi possivel dividir 
as alteragoes em subgrupos de risco, sendo 
eles favoravel, intermediario e desfavoravel 
ou desconhecido (Tabela 20.2). 

Pela sua importancia e por suas caracte- 
risticas, as alteragoes t(8;2i), t(i5;i7), inv(i6) 
e nq23 estao comentadas na classificagao da 
OMS. A Figura 20.1 mostra alguns exemplos 
descritos a seguir. 







• LMA com t(8;2i)(q22;q22) ou ETO/AML 
(CBFoc): 

A t(8;2i) e detectada em 5 a 12% dos ca- 
sos de LMA. O produto da translocagao 
e o gene de fusao AMLi-ETO (RUNXi/ 
RUNXTi). O AMLi e um fator de trans- 


crigao pertencente a familia CBF (core 
binding factor), que e um complexo trans- 
cricional envolvido na diferenciagao da ce- 
lula progenitora hematopoietica. Esta leu- 
cemia esta associada a resposta favoravel 
ao tratamento quimioterapico, particular- 


TABELA 20.1 

Classificacao da OMS de leucemia mieloide aguda 


Classificagao 

LMA com translocagoes 
balanceadas/inversoes 

LMA com t(8;21)(q22;q22) ou RUNX1/RUNXT1 

LMA com t(15;17)(q22;q11-12) e variantes ou PML/RARA 

LMA com inv(16)(p13q22) ou t(16;16)(p13;q22), CBFa/MYH11 

LMA com t(9;11)(p22;q23) ou MLLT3/MLL 

LMA com t(6;9)(p23;q34) ou DEK/NUP214 

LMA com inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21 ;q26.2) ou RPN1/EVI1 

LMA megacarioblastica com t(1 ;22)(p13;q 13) ou RBM15/MKL1 

LMA com mutagdes genicas 

KIT 

FLT3-duplicagao interna em tandem (ITD) 

FLT3-dominio tirosina-quinase (TKD) 

MLL-duplicagao parcial em tandem (PTD) 

CEBPA 

NPM1 

WT1 

BAALC 

ERG 

MN1 

LMA com displasia de multiplas 
linhagens 

Pos sindrome mielodisplasica (SMD) ou doenga mieloproliferativa 

Sem antecedentes 

LMA/SMD associada a 

tratamento 

LMA/SMD associada a agentes alquilantes 

LMA/SMD associada a inibidores da topoisomerase II 

LMA nao categorizada nos 
itens anteriores 

LMA com diferenciagao minima 

LMA sem maturagao 

LMA com maturagao 

Leucemia mielomonocitica aguda 

Leucemia monoblastica e monocitica aguda 

Leucemia eritroide aguda 

Leucemia megariocitica aguda 

Leucemia basofilica aguda 

Pan-mielose com mielofibrose aguda 

Sarcoma mieloide 

Sarcoma mieloide 
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mente quando se utiliza alta dose de AraC 
na intensificagao. Fatores que alteram o 
bom prognostico incluem idade (pior em 
criangas), leucometria inicial elevada, pre- 
senga de CD56 e del(9q) associada ou do- 
enga extramedular. 

• Leucemia promielocitica aguda (LPA) com 
t(i5;i7)(q22;qn-i2) e variantes ou PML/ 
RARA: 

A LPA representa 5 a 18% das LMAs, ocor- 
re em qualquer faixa etaria e esta associa¬ 
da a coagulagao intravascular disseminada 
(CIVD). O gene RARA (i5q22) e translo- 
cado e fundido com um dos seguintes ge¬ 
nes: PML, PLZF, NPM, NuMA ou STATsb 
(i5q22, nq23, 5q35 e nqn, respectiva- 
mente). Os genes hibridos resultantes 
(genes X-RARA) codificam paraproteinas 
de fusao (X-RARA) que exercem atividade 
dominante negativa na via dos retinoides e 
na via da proteina X. Os complexos repres- 
sores formados nao respondem a doses fi- 
siologicas de acido retinoico (agao diferen- 
ciadora), e a repressao genica incessante 
leva a bloqueio da diferenciagao mieloide, 
desregulagao do ciclo celular e vantagem 
proliferativa, culminando na transforma- 


gao leucemica. A administragao de doses 
farmacologicas de acido transretinoico 
(ATRA) leva a dissociagao deste complexo, 
recruta ativadores e causa a diferenciagao 
da celula leucemica. As LPAs com t(n;i7)/ 
PLZF-RARA sao resistentes ao ATRA. 

• Leucemia mielomonoblastica aguda com 
inv(i6)(pi3q22) ou t(i6;i6)(pi3;q22), 
CBFa/MYHn: 

Este subtipo representa 10 a 12% das 
LMAs e se caracteriza por infiltragao mie- 
lomonocitica da medula, alem de eosinofi- 
los anormais. A fusao do gene CBFp e do 
gene para a cadeia pesada da miosina do 
musculo liso (MYH11) resulta no sequestro 
de grande quantidade de proteina CBFp 
no citoplasma, excluindo-a do nucleo e, 
portanto, inativando funcionalmente a 
CBFa/p. Esta leucemia apresenta maior 
taxa de remissao completa e prognostico 
relativamente favoravel. 

• Leucemia monoblastica aguda com nq23 
(MLL): 

Ela representa 5 a 6 % dos casos de LMA 
e ocorre em qualquer faixa etaria, sendo 
comum em lactentes ou apos tratamento 


TABELA 20.2 


Categorias de risco citogenetico para leucemia mieloide aguda 


Cariotipo 

Grupo SWOG 

Grupo MRC 

Favoravel 

t(8;21) com ou sem del(9q) e com ou sem 
complexidade com mais de tres alteragoes, 
t(15; 17) com ou sem alteragoes adicionais, 
inv(16)/t(16;16)/del(16q) com ou sem 
alteragoes adicionais 

t(8;21) com ou sem anormalidade 

Intermediario 

Normal, +6, +8, -Y, del 12(p) 

Anormalidade de 11q23, del(9q), 
del(7q) sem outras anormalidades, 
cariotipos complexos (mais de 
tres anormalidades e menos 
de cinco), todas as outras 
anormalidades de prognostico 
desconhecido 

Desfavoravel 

-5/del(5q), -7/del(7q), inv(3q)/t(3;3), t(6;9), 
del(9q), t(9;22), 11 q anormal, 20q, 21 q, ou 17p 
ou cariotipo complexo definido com mais de 
tres alteragoes 

Cariotipo complexo com mais de 
cinco anormalidades 

Desconhecido 

Todas as outras anormalidades 



SWOG, Southwestern Oncology Group; MRC, Medical Research Council 
Fonte: Adaptada de Grimwade e colaboradores 1 e Slovak e colaboradores . 2 
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quimioterapico, especialmente com inibi- 
dores da topoisomerase, e havendo asso- 
ciagao com os tipos monocitico e mielo- 
monocitico. Esta associada a prognostic 
desfavoravel. 

Tecnicas moleculares 

Hibridiza^ao in situ por fluorescen- 
cia (FISH): esta tecnica utiliza uma sonda 
(sequencia de DNA) complementar ao alvo 
que se pretende pesquisar. A vantagem desta 
tecnica reside em tres aspectos: rapidez, sen- 
sibilidade e especificidade. Ela e de grande 
utilidade no diagnostico da LPA, pois em pou- 
cas horas tem-se a informagao da presenga ou 
nao do rearranjo PML/RARA, direcionando o 
tratamento. Porem, como so sera encontrado 
aquilo que for investigado, outros rearranjos 
podem nao ser detectados, sendo, portanto, 
sempre recomendada a realizagao do carioti- 
po convencional por banda G, concomitante- 
mente. A par dessas vantagens, a utilizagao de 
sondas de FISH tern sido bastante util na de- 
tecgao de clones menores eventualmente invi- 
siveis pela citogenetica convencional, quando 
a celula alterada nao entra em divisao e, con- 
sequentemente, nao se observa alteragao no 
cariotipo (clones mascarados), na confirma- 
gao de alteragoes citogeneticas complexas ou 
na determinagao de quimera pos-transplante. 

Alem disso, apos o tratamento e possivel 
avaliar a presenga de doenga residual por esse 
metodo, ainda que o nivel de sensibilidade 
seja inferior a algumas tecnicas moleculares 
(RT-PCR de alta resolugao ou quantitativa). 

Reagao em cadeia da polimerase por 
transcriptase re versa (RT-PCR): esta 


tecnica tern sido bastante util, particularmen- 
te na detecgao de doenga residual. Com efeito, 
uma vez determinada, ao diagnostico, qual a 
alteragao genetica presente, deve-se conferir 
seu desaparecimento por metodos mais sensi- 
veis. Assim, casos de LPA com t(i5;i7) ou re¬ 
arranjo PML/RARA devem ser monitorados 
ate o desaparecimento do rearranjo e a subse- 
quente manutengao desta negatividade para 
assegurar a remissao completa continua. A 
presenga de positividade pode indicar recru- 
descimento da doenga. No entanto, ha situa- 
goes que merecem atengao especial, como a 
t(8;2i) ou AMLi/ETO, na qual a positividade 
nem sempre indica possivel recaida, uma vez 
que ha casos descritos com PCR positiva em 
remissao completa ha anos. 

Outras analises moleculares: gragas 
ao estudo molecular nos locais de quebras 
cromossomicas, foi possivel descrever diver- 
sos proto-oncogenes ou oncogenes que sao 
ativados, desligados ou desregulados pela 
alteragao citogenetica, desencadeando ou fa- 
cilitando o processo neoplasico maligno. O 
entendimento, por meio de estudos molecu¬ 
lares, das alteragoes cromossomicas na LMA 
demonstrou que a grande maioria delas resul- 
ta em fusao de genes normalmente envolvidos 
na regulagao do desenvolvimento das celulas 
sanguineas. Os produtos proteicos anormais 
produzidos por esses genes quimericos, que 
frequentemente sao fatores de transcrigao, 
sao capazes de desregular a proliferagao, a 
diferenciagao e a apoptose dos precursores 
hematopoieticos. Consequencias semelhan- 
tes ocorrem pela perda de fungao ou mutagao 
de gene supressor tumoral. Dentre as altera¬ 
goes que se destacam em termos prognostics 
incluem-se mutagao interna em tandem do 
FLT3, NPMi, c-KIT, WTi, CEBPA, RAS, etc. 
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Em resumo, genes que controlam as fun- 
goes celulares basicas como sinalizagao intra e 
extracelular, balango entre proliferagao celu- 
lar e morte, pontos de checagem, reparo e ci- 
clagem estao direta ou indiretamente envolvi- 
dos nas vias leucemicas. E provavel, portanto, 
que muitos pacientes com cariotipo normal 
sejam, no futuro, reconhecidos como tendo 
anomalias cromossomicas recorrentes ou 
moleculares que permitirao que suas doengas 
sejam mais bem caracterizadas. Nesse novo 
cenario, pacientes com t(8;2i) com mutagao 
c-KIT deixam de ser considerados como de 
bom prognostico e ficam alocados no risco in¬ 


termediary. Pacientes com cariotipo normal 
que eram alocados no prognostico intermedi¬ 
ary, se apresentarem isoladamente mutagao 
NPMi, passam a ser considerados de bom 
prognostico. Por outro lado, aqueles com ca¬ 
riotipo normal e mutagao FLT3/ITD passam 
para risco desfavoravel. 

Novos metodos de investigagao tais como 
expressao diferencial de genes e hibridizagao 
genomica comparativa a arranjos (CGHa), 
dentre outros, despontam como alternativas 
promissoras para auxiliar no entendimento 
da complexidade de fenomenos envolvidos na 
leucemia. 
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Capitulo 21 


Maria de Lourdes L. F. Chauffaille 


Diagnostico citogenetico da 
sindrome mielodisplasica 


Introdu^ao 

A sindrome mielodisplasica (SMD) consti- 
tui um conjunto de doengas com proliferagao 
clonal das celulas da medula ossea, caracteri- 
zado, nas fases initials, por pancitopenia de- 
vido a alteragao na apoptose e na maturagao 
das celulas e, nas fases mais tardias, por evo¬ 
lugao para leucemia aguda, gragas a bloqueio 
de diferenciagao. Assim, de initio, ha citope- 
nia isolada ou combinada das tres series, que 
piora progressivamente, podendo levar parte 
dos individuos acometidos a obito por falen- 
cia medular, enquanto outros evoluem da fase 
pre-leucemica para a franca leucemia. 

A etiologia e desconhecida, mas a exposi- 
gao a agentes fisicos e quimicos pode predis- 
por a doenga. Ela incide preferencialmente em 
idosos, poremj ovens tambem podem padecer 
dessa enfermidade e, em especial, aqueles que 
se submeteram a tratamento quimio ou radio- 
terapico para alguma neoplasia previa (SMD 
secundaria). 

Mutagao somatica em celula progenito- 
ra pluripotente com consequente vantagem 
proliferativa e o fenomeno desencadeador. 
Segue-se um processo multiplo de apopto¬ 
se, proliferagao e maturagao alteradas, bem 
como capacidade limitada de autorrenovagao 
das celulas precursoras e resposta inadequada 
a estimulos de fatores de crescimento, apesar 
de o numero de receptores ser normal. 

Historicamente, as pancitopenias eram re- 
conhecidas como entidades pre-leucemicas. 
A primeira classificagao citomorfologica foi 
langada pelo grupo de hematopatologistas 


franco-americano-britanicos, o que permitiu 
uma homogeneizagao de linguagem e padro- 
nizagao de aspectos para o reconhecimento 
desse conjunto de doengas. 1 Os cinco subtipos 
inicialmente descritos pela classificagao FAB, 
a saber, anemia refrataria (AR), anemia refra- 
taria com sideroblastos em anel (ARSA), ane¬ 
mia refrataria com excesso de blastos (AREB), 
anemia refrataria com excesso de blastos em 
transformagao (AREBt) e leucemia mielomo- 
nocitica cronica (LMMC), distinguem grupos 
com evolugao, prognostico e sobrevida dife- 
rentes. 

Seguiu-se a classificagao da Organizagao 
Mundial de Saude (OMS), 2 recentemente re- 
visada, 3 que leva em conta, alem dos aspectos 
citomorfologicos, as caracteristicas clinicas, 
geneticas e moleculares (Tabela 21.1). 

Dada a heterogeneidade da doenga, e na 
tentativa de prever qual a possivel evolugao 
de cada situagao ao diagnostico, Greenberg 
e colaboradores 4 formularam o indice in¬ 
ternational de escore prognostico (IPSS, de 
international scoring system for evaluating 
prognosis ), que considera a porcentagem de 
blastos, o cariotipo e o numero de citopenias, 
tendo se tornado amplamente utilizado. Mais 
recentemente, Malcovati e colaboradores, 5 
baseando-se no IPSS e na classificagao da 
OMS, formularam a WPSS, que e mais dina- 
mica, pois leva em conta tambem a necessi- 
dade transfusional (subtipo da OMS, cariotipo 
e necessidade transfusional). Ambas as clas- 
sificagoes consideram as alteragoes cromosso- 
micas obtidas pela analise do cariotipo, como 
baixo risco - cariotipo normal, -Y, del(2oq) e 
del(5q) isoladas; risco intermediary - ano- 
malias nao classificadas como de baixo ou alto 
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risco; e alto risco - alteragoes envolvendo o 
cromossomo 7 e cariotipos complexos. 

O estudo citogenetico em SMD auxilia no 
diagnostico, no prognostico, na previsao de 
progressao da doenga e na escolha terapeu- 
tica. Alem disso, a presenga de anormalidade 
citogenetica confirma a monoclonalidade da 
doenga, identifica a biologia peculiar, as en- 
tidades clinicas e proporciona auxilio funda¬ 
mental no diagnostico diferencial. O estudo 
deve ser feito preferencialmente em amostra 
de medula ossea ao diagnostico e subsequen- 
temente com a progressao da doenga. 

Alteragoes cromossomicas sao observadas 
entre 30 e 50% dos pacientes com SMD prima- 


ria ao diagnostico, e entre 80 a 90% das SMDs 
secundarias ou relacionadas a terapia. 6 As alte¬ 
ragoes mais frequentes sao 5q-, -7 e +8. 

Mais de 50% dos casos apresentam dele- 
goes cromossomicas, sendo as intersticiais 
mais comuns que as terminais, frequente- 
mente com as seguintes regioes envolvidas: 
5q-, 7q-, 2oq-, nq-, I3q-, I2p-, I7p-. Nos ca¬ 
sos de baixo risco, geralmente as delegoes sao 
isoladas, enquanto que nos de alto risco elas 
sao associadas. A monossomia e a segunda al- 
teragao mais comum, sendo geralmente -7, -5 
e nulissomia Y. Tanto a delegao quanto a mo¬ 
nossomia atuam pelo mesmo mecanismo, isto 
e, perda de um alelo de gene supressor tumo- 


TABELA 21.1 

Aspectos citomorfologicos e caracteristicas clinicas, geneticas e moleculares da sindrome 
mielodisplasica 


Doenga 

Achados do SP 

Achados da medula ossea 

Citopenia refrataria 
com displasia 
unilinhagem: 

Anemia refrataria 
Citopenia refrataria 
Trombocitopenia 
refrataria 

Monocitopenia ou bicitopenia 

0 < 1 % de blastos 

Displasia em > 10% das celulas 
de uma linhagem; < 5% de 
blastos; < 15% de sideroblastos 
em anel 

Anemia refrataria 
com sideroblastos 
em anel 

Anemia 

Ausencia de blastos 

> 15% de sideroblastos em anel; 
apenas displasia eritroide; < 5% 
de blastos 

Citopenia refrataria 
com displasia de 
multiplas linhagens 

Citopenias; 0 < 1% de blastos; 
ausencia de Auer; < 1.000 
monocitos/pL 

Displasia em >10% das celulas 
em duas ou mais linhagens 
(neutrofiios e/ou eritroblastos e/ 
ou megacariocitos) 

Anemia refrataria 
com excesso de 
blastos 1 (AREB1) 

Citopenias; < 5% de blastos; ausencia 
de Auer; < 1.000 monocitos/pL 

Displasia uni ou multilinhagem; 

5 a 9% de blastos; 
ausencia de Auer 

Anemia refrataria 
com excesso de 
blastos 2 (AREB2) 

Citopenias; 5 a 19% de blastos; 

Auer (mesmo se < 5% de blastos); 

< 1.000 monocitos/pL 

Displasia uni ou multilinhagem; 

10 a 19% de blastos Auer 
(mesmo se < 10% de blastos) 

SMD inclassificavel 

Citopenias; < 1 % de blastos 

Displasia em < 10% das celulas, 
com anormalidade citogenetica 
considerada como evidencia de 
doenga, < 5% de blastos 

SMD associada a 
del(5q) isolada 

Anemia; contagem plaquetaria 
normal ou aumentada; < 1% de 
blastos 

Megacariocitos em numero 
normal ou aumentado; 
hipolobulados; < 5% de blastos; 

5q- isolada; ausencia de bastao 
de Auer 










ral (GST) seguida por delegao microscopica do 
outro alelo. Assim, em GST, que normalmente 
age como recessivo e requer fungao normal 
dos dois alelos, ambos ficam inativos e incapa- 
zes de controlar o ciclo celular, os mecanismos 
de reparo de DNA e a apoptose. Trissomia e a 
terceira alteragao mais frequente, geralmente 
+8, +ne+2i. Os rearranjos equilibrados sao 
raros em SMD, mas mais frequentes em leu- 
cemia mieloide aguda, enquanto os nao equi¬ 
librados ocorrem em cerca de 15% dos casos, 
em geral envolvendo os cromossomos 5 e 7. A 
Tabela 21.2 mostra as alteragoes nao equi- 
libradas mais comuns em SMD e a Tabela 
21.3 mostra as equilibradas. 

Nenhuma alteragao cromossomica e es- 
pecifica de SMD, pois qualquer uma delas 
pode ser observada em outras doengas onco- 
-ematologicas. A unica com um subtipo es- 
pecifico e a 5q- isolada, que sera detalhada a 
seguir. 


Delegao 5 q- 

isolada (anteriormente 
denominada sindrome 5q-) 

A delegao 5q- isolada foi descrita pela pri- 
meira vez por Van den Berghe e colaborado- 


TABELA 21.2 

Alteragoes nao equilibradas mais comuns 
em sindrome mielodisplasica 


Alteragao 

SMD 

SMD-t 

+8 

10% 


-7/7 q- 

10% 

50% 

-5/5q- 

10% 

40% 

del20q 

5-8% 


-Y 

5% 


i(17q) 

5% 


-13/13q- 

3% 


11q- 

3% 


12p-/t12p 

3% 


9p- 

1-2% 


idic(X)(q13) 

1-2% 



res 7 e se caracteriza por anemia refrataria, 
acometendo, geralmente, mulheres idosas 
com idade mediana de 60 anos, anemia ma- 
crocitica, leve leucopenia e contagem plaque- 
taria normal com numerosos megacariocitos 
hipo ou monolobulados. A maioria dos indi- 
viduos afetados acaba evoluindo para a de¬ 
pendence de transfusao de hemacias e conse- 
quente necessidade de quelagao de ferro, mas 
raramente sofre transformagao para leucemia 
aguda. 8 A delegao incide em cerca de 10% dos 
casos, embora em nosso meio aparentemente 
sua incidencia seja menor (< 5%) e tenha fe- 
nomenos autoimunes concomitantes. 9 

A regiao implicada na 5q- isolada e fre- 
quentemente deletada e a 5q3i, ao passo que 
outras regioes deletadas sao associadas a ano- 
malias em outros cromossomos e a presenga 
de > 5% de blastos. Mais de 41 genes ja foram 
descritos na regiao comum de perda. 10 A ina- 
tivagao de GST e amplamente aceita como 
evento importante, e o gene RPS14 foi descri- 
to recentemente. Em modelos animais, a ha- 
ploinsuficiencia deste gene leva a fenotipo ti- 
pico de 5q- isolada, enquanto, por outro lado, 
em experimentos laboratoriais, o estimulo 
desse gene em culturas de medula de indivi- 
duos com a delegao demonstrou reconstitui- 
gao da hematopoiese. 11 

A importance da detecgao desta anorma- 
lidade tambem se justifica pelo fato de haver 
tratamento dirigido para a 5q- isolada. A le- 
nalidomida e a droga imunomoduladora que 
reduz a necessidade transfusional e reverte as 
anormalidades citogeneticas em dois tergos 
dos casos (Figura 21.1). 


TABELA 21.3 

Alteragoes equilibradas mais comuns em 
sindrome mielodisplasica 


Rearranjo 

SMD 

SMDt 

t(11 ;16)(q23;p13.3) 


3% 

t(3;21)(q26.2;q22.1) 


2% 

t(1;3)(p36.3;q21.2) 

1% 


t(2;11)(p21;q26.2) 

1% 


inv(3)(q21q26.2) 

1% 


t(6;9)(p23;q34) 

1% 
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Monossomia 7 e delegao do 
bracjo curto do 7 (-7/7q-) 

A delegao completa ou parcial do brago 
longo do cromossomo ou a monossomia 7 
sao achados frequentes em 10% das SMDs. 
Tambem sao comumente observados em 
associagao a outras anomalias, como 5q- 
Alteragoes do 7 sao detectadas em adultos 
com AREB e frequentemente estao correlacio- 
nadas a curta sobrevida, com mediana de 14 
meses 12 ou evolugao para leucemia. 

Ainda nao se sabe quais genes situados no 
cromossomo 7 seriam os responsaveis pelo 
fenotipo da doenga, porem a regiao frequente¬ 
mente deletada e a 7q22.i. 10 

A monossomia 7 e observada em uma en- 
tidade com curso clinico agressivo, chamada 
de leucemia mielomonocitica juvenil, que 
apresenta esta anomalia em cerca de 40% dos 
casos. 2 

Delegao 2oq (2oq-) 

A delegao 2oq esta presente em aproxi- 
madamente 5% dos casos de SMD e confere 
prognostico relativamente favoravel. Os GSTs 
candidatos que se localizam dentro da regiao 
deletada sao o TPOl e o PLCi, que tern fungao 
na transdugao de sinal (Figura 21.2). 

Delegao lyp (i7p-, ii7q) 

A sindrome de delegao do brago curto 
do cromossomo 17 (i7p-) e habitualmente 



observada em SMD relacionada a terapia e 
raramente em SMD primaria. Do ponto de 
vista hematologico, caracteriza-se por dis- 
granulopoiese, anomalia de pseudo-Pelger- 
-Huet e pequena vacuolizagao dos neutro- 
filos. A P53 e uma fosfoproteina localizada 
no 17PI3.1 e regula a replicagao do DNA, a 
proliferagao e a morte celular, o que a torna 
urn GST. 13 

Trissomia 8 

A trissomia 8 e a alteragao numerica 
mais comum e parece ser predominante 
no sexo masculino. Ela nao se associa a ne- 
nhum subtipo especifico, mas geralmente 
se apresenta com citopenia de uma ou tres 
linhagens. Sole e colaboradores 14 demons- 
traram que pacientes com trissomia 8 como 
anomalia isolada tern risco significativa- 
mente maior de transformagao leucemica 
e pior comportamento do que o esperado 
para o grupo intermediario do IPSS, langan- 
do duvidas quanto a definigao prognostica 
(Figura 21.3). 

NulissomiaY 

A nulissomia Y tanto pode representar o 
clone maligno como pode ser um fenomeno 
senescente na medula de individuos idosos 
saudaveis, sendo observada em cerca de io% 
dos idosos. A razao para essa perda com o 
avangar da idade seria explicada pelo efeito 
cumulativo de erros na divisao celular ou por 
vantagem proliferativa do clone -Y, que gra- 
dualmente substitui as celulas XY. 8 ’ 15 




Figura 21.3 

Trissomia do 
cromossomo 8. 
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Deletes do bra<jo longo 
do cromossomo 11, do 
bra^o curto do 12 e do 
bra<jo longo do 13 (del 
nq, del i2p, del i3q) 

Diversas outras anomalias sao observadas 
em menor frequencia em SMD, a exemplo de 
del liq, del I2p, del I3q, alem de translocagoes 
estruturais. 16 


Diferen^as entre 
sindrome mielodisplasica 
primaria e secundaria 

As diferengas entre as SMDs primarias e se- 
cundarias, em termos citogeneticos, sao prin- 
cipalmente quantitativas, embora raras quali- 
tativas possam ser observadas. Geralmente, as 
SMDs secundarias tem maior porcentagem de 
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Diagnostico 
citogenetico das sindromes 
mieloproliferativas cronicas 


Introdu^ao 

As sindromes mieloproliferativas cronicas 
sao doengas clonais de celula-tronco hemato- 
poietica nas quais ha proliferagao aumentada 
das series mieloides com maturagao eficaz, o 
que leva a leucocitose no sangue periferico, 
aumento da massa eritrocitaria ou tromboci- 
tose. Varias destas sindromes progridem para 
fibrose medular ou transformagao leucemica. 1 
De acordo com a classificagao da Organizagao 
Mundial de Saude (OMS), as neoplasias mie¬ 
loproliferativas englobam varias doengas, tais 
como leucemia mieloide cronica (LMC), poli- 
citemia vera, mielofibrose primaria, trombo- 
citemia essencial, leucemia eosinofilica croni¬ 
ca, mastocitose e neoplasia mieloproliferativa 
inclassificavel. A seguir, sao descritas a poli- 
citemia vera, a mielofibrose, a trombocitemia 
essencial e a leucemia eosinofilica cronica. 


Policitemia vera 

A policitemia vera (PV) e um pouco mais 
frequente em homens que em mulheres. Os 
sintomas mais comuns sao cefaleia, pletora, 
fenomenos tromboembolicos, sangramento 
gastrintestinal, cansago, tontura e sudorese. 
Trombose costuma ser a causa mais comum 
de morte e, na fase tardia da doenga, ha risco 
de fibrose medular ou transformagao em leu¬ 
cemia aguda. 1 ’ 2 


A doenga cursa com tres fases: a fase pro- 
dromica ou pre-policitemica, inicial, na qual ha 
apenas eritrocitose discreta ou limitrofe; a fase 
pletorica, com a sintomatologia descrita ante- 
riormente; e a fase tardia, de esgotamento ou 
consumo, na qual ha fibrose medular e as quei- 
xas sao de fraqueza pela anemia e desconforto 
abdominal pela esplenomegalia evidente. 1 ’ 2 

A descoberta da mutagao adquirida 
JAK2V617F, que e a troca de guanina por ti- 
midina e que resulta na substituigao de valina 
por fenilalanina no codon 617 do gene JAK2, 
permitiu a compreensao da patogenese desse 
grupo de doengas. Essa mutagao leva a ativa- 
gao constitutiva de tirosina-quinase e, ainda 
que tal mecanismo nao esteja completamente 
compreendido, resulta em proliferagao e dife- 
renciagao celular mieloide. Outras mutagoes 
ativadoras de JAK2 (p. ex., exon 12) tambem 
foram descritas, porem sao mais raras. 1 ’ 3 

A mutagao JAK2V617F e observada em 
cerca de 90% dos casos de PV, mas tambem 
em cerca de 50% dos casos de mielofibrose 
primaria e trombolitemia essencial. 

Cariotipo: alteragoes cromossomicas sao 
observadas em cerca de 10 a 30% dos casos 
ao diagnostico, sendo as mais comuns +8, +9, 
del(2oq), ganho de material no lq, del(iq) e 
del(i3q). Com o progredir da doenga, a taxa 
de anormalidade citogenetica atinge algo em 
torno de 80%, particularmente nos casos em 
fase fibrotica pos-policitemica, chegando a 
quase 100% nos casos transformados em leu¬ 
cemia aguda (Figura 22.1). 
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Figura 22.1 

Alteracjoes citoge- 
neticas encontra- 
das no cariotipo 
de medula ossea 
de pacientes com 
policitemia vera 
(PV): (a) trissomia 
do cromossomo 8 ; 
(b) trissomia do 
cromossomo 9 ; (c) 
dele^ao do bra^o 
longo do cromosso¬ 
mo 20 . 



(c) 


del(20)(q11q13) 



Mielofibrose primaria 

A mielofibrose primaria (MF) e uma doen- 
9a clonal originada da transformagao neopla- 
sica de celula hematopoietica pluripotente 
(celula-tronco) acompanhada de alteragoes 
reacionais intensas do estroma medular com 
fibrose colagenica, osteosclerose e angioge- 
nese. Ela caracteriza-se por esplenomegalia, 
reagao leucoeritroblastica e citopenias com 
dacriocitos. 4 

A doenga tern duas fases bem caracteriza- 
das: fase pre-fibrotica, initial, com medula os- 
sea hipercelular que evolui ate a quase subs- 
tituigao do tecido hematopoietico por fibras 
reticulinicas (fase fibrotica). A sobrevida varia 
de 3 a 10 anos. As causas de obito sao trans- 
formagao leucemica (em 5 a 10% dos casos), 
infecgao, sangramento, trombose, falencia 
cardiaca, falencia hepatica, aparecimento de 
outra neoplasia, falencia respiratoria e hiper- 
tensao portal. 5 ’ 6 

Na MF, a fibrose e devida a proliferagao 
clonal de celula hematopoietica que leva a hi- 
perplasia de megacariocitos morfologicamen- 
te normais e a populagao de monocitos que 
liberam fator de crescimento fibrogenico. 6 
A mutagao que resulta em perda de fungao 
do dominio autoinibidor da familia Janus- 
-quinase (JAK) de proteinas tirosina-quinase 
que envolve a sinalizagao de receptor de cito- 
cina, JAK2V617F, resulta em fosforilagao ativa 
da JAK2. Essa mutagao tern sido detectada em 
cerca de 50% dos pacientes com MF, os quais 
apresentam leucometria elevada e neutrofi- 
lia em relagao aqueles JAK2V617F negativos, 
menor necessidade transfusional (provavel- 
mente a mutagao protege de anemia severa), 
mas doenga clinicamente mais agressiva re- 
presentada por pior sobrevida. A JAK2V617F 
esta presente de forma homozigota em 13% 
dos casos de MF, situagao em que se associa 
a anomalias cromossomicas desfavoraveis. 6 
Mutagoes somaticas adicionais foram ob- 
servadas em pacientes com MF e podem ter 
fungao na biogenese da doenga. Mutagao no 
dominio transmembrana do receptor de trom- 
bopoetina (cMPL) foi observada em 9% dos 
pacientes JAK2V617F negativos (MPLW515L 
ou MPLW515K), mas tambem em positivos. 


Assim, a ideia corrente e de que mutagoes 
MPL favorecem o desenvolvimento de trom- 
bocitose, enquanto a mutagao JAK2V617F 
predispoe a eritrocitose. No entanto, e dificil 
considerar cada uma das mutagoes como a 
unica causa da MF, mas talvez a doenga seja 
o acumulo de multiplas lesoes geneticas e de 
eventos epigeneticos. 2 ’ 4 ’ 6 

Cariotipo : Pode haver dificuldade para 
a obtengao de amostra para analise devido 
a fibrose da medula. Apresenta-se alterado 
em 60% dos casos, com del(i3q), del(2oq), 
trissomia parcial lq, alem de +8 e +9. Trata- 
-se de um exame importante para diferen- 
ciar da LMC, que apresenta o cromossomo 
Philadelphia, e de sindrome mielodisplasi- 
ca, com alteragoes envolvendo 3q2iq26 ou 
del(5q). Casos que apresentam alteragoes 
envolvendo os cromossomos 5 ou 7 sao rela- 
cionados ao uso previo de agentes quimiote- 
rapicos para tratamento de doenga mielopro- 
liferativa. 


Trombocitemia essencial 

Atrombocitemiaessencial (TE) caracteriza- 
-se pelo elevado numero de plaquetas com 
hiperplasia megacariocitica, embora outros 
setores medulares tambem estejam afetados 
qualitativa ou quantitativamente. 1 

A mutagao de ponto somatica, adquiri- 
da, resultando na substituigao de valina por 
fenilalanina na posigao 617 do gene JAK2 
(JAK2V617F) esta presente em casos de TE 
primaria, mas jamais e observada em casos de 
doenga secundaria. 

Cariotipo: Deve sempre ser feito parainves- 
tigar a presenga do cromossomo Philadelphia, 
que identifica a doenga como LMC, sendo, 
portanto, em primeiro lugar util no diagnos¬ 
tic© diferencial. Nao ha alteragao citogenetica 
tipica na TE, e o indice de alteragoes e de cer¬ 
ca de 5%. As mais frequentemente encontra- 
das sao trissomia 8 e 9, alem de delegao I3q e 
2oq. Anormalidades tais como delfeq), t(3;3) 
(q2i;q26,2) e inv(3)(q2iq26.2), que sao asso- 
ciadas a trombocitose, sao caracteristicas de 
sindrome mielodisplasica e de leucemia mie- 
loide aguda. 
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Leucemia eosinofilica 
cronica 

A leucemia eosinofilica cronica (LEC) tra- 
ta-se de proliferagao autonoma e clonal de 
precursores eosinofilicos, resultando em mie- 
loproliferagao persistente na medula ossea, no 
sangue periferico e nos tecidos. A lesao orga- 
nica ocorre como resultado da infiltragao leu- 
cemica ou da liberagao de citocinas, enzimas 
ou outras proteinas pelos eosinofilos, sendo a 
mais importante a lesao cardiaca, na forma de 
endomiocar diofibr ose. 1 

Para o diagnostico de LEC, e necessario ex- 
cluir os pacientes com LMC BCR/ABL1+ e os 
portadores dos rearranjos PDGFRa, PDGFRp 
ou FGFRi. A LEC e mais comum em homens, 
com relagao de nove homens para cada mulher 
acometida, e o pico de incidencia e entre 20 e 
50 anos. Raros casos foram observados em lac- 
tentes e criangas. 1 


Os criterios diagnostics para a LEC sao: 1 

eosinofilos > 1.500/pL no sangue periferi¬ 
co; 

ausencia do cromossomo Philadelphia , 
BCR/ABL1+ ou outras neoplasias mielo- 
proliferativas (PV, MF e TE) e sindrome 
mielodisplasica/mieloproliferativa; 

ausencia de t(5;i2)(q3i-35;pi3) ou outro 
rearranjo PDGFRp; 

ausencia de rearranjo FIPiLi/PDGFRa ou 
outros PDGFRa; 

ausencia de rearranjo FGFRi; 

contagem de blastos no sangue periferico 
e na medula ossea < 20% e ausencia de 
inv(i6)(pi3;q22) ou t(i6;i6)(pi3;q22) ou 
outra caracteristica diagnostica de leuce¬ 
mia mieloide aguda; 

anormalidade clonal citogenetica ou mole¬ 
cular ou blastos > 2% no sangue periferico 
ou > 5% na medula ossea. 
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Diagnostico citogenetico 

da leucemia 
linfocitica aguda 


Defini^ao, epidemiologia 
e caracteristicas clinicas 

A leucemia linfocitica aguda (LLA) e uma 
doenga biologica e clinicamente heterogenea, 
caracterizada pela proliferagao clonal com 
acumulo de celulas linfoblasticas malignas 
na medula ossea e no sangue periferico. Ela e 
considerada uma doenga da infancia com um 
pico entre 2 e 5 anos de idade (cerca de 75% 
de todos os casos de LLA ocorrem em crian- 
gas com idade inferior a seis anos) e com uma 
incidencia um pouco maior em individuos do 
sexo masculino. 1 " 3 A LLA e incomum em lac- 
tentes (2 a 4% dos casos), 4 sendo que sua fre- 
quencia em adultos compreende cerca de um 
tergo daquela que ocorre em criangas. 5 

Os sintomas apresentados pelos pacien- 
tes com LLA sao secundarios ao acumulo de 
celulas e geralmente refletem o grau de falha 
da medula ossea e a extensao da dissemina- 
gao extramedular. Entre os sintomas mais 
frequentemente encontrados estao fadiga, 
letargia, febre, linfadenopatia, sangramento e 
dores osseas. 3 

A LLA pode ser classificada de acordo com 
o seu imunofenotipo, dependendo do tipo de 
diferenciagao celular, sendo que 80 a 85% dos 
seus casos sao do tipo de celula B precursora 
(LLA pre-B), ocorrendo predominantemen- 
te em criangas. A LLA de celula T precursora 
(LLA pre-T) e encontrada tanto em criangas 


como em adultos. 2 Um subtipo distinto de 
LLA ocorre, ainda, em criangas menores de 12 
meses de idade com um fenotipo do tipo pro- 
-B ou monocitico-pro-B. 6 


Etiologia 

Muitos tipos de LLA sao de causa ainda 
indefinida, mas e provavel que estejam en- 
volvidos em uma interagao entre suscetibi- 
lidade herdada, ambiente, desenvolvimento 
hematopoietico e acaso. 7 Somente poucos 
casos (< 5%) estao associados a sindromes 
de predisposigao genetica como as sindro¬ 
mes de Down, Bloom, ataxia-telangiectasia 
e Nijmegen. 3 Esta diversidade tern sua ori- 
gem nos diferentes tipos celulares que es¬ 
tao envolvidos e nas alteragoes moleculares 
especificas que representam as causas da 
expansao clonal. Estes aspectos basicos va- 
riam substancialmente em relagao a idade do 
paciente, podendo ser de valor prognostico 
independente, no contexto de um protoco- 
lo terapeutico em particular. Deste modo, 
eles sao de valor diagnostico e auxiliam no 
manejo do paciente, ajudando a explicar os 
diferentes prognosticos clinicos em LLA. 8 " 11 
Numerosos fatores de risco dependentes de 
exposigao tern sido propostos para as LLAs 
da infancia. 5 ’ 12 Eles podem ser classificados 
com base em sua ligagao com janelas de ex¬ 
posigao potencialmente criticas, que sao as- 
sociadas com o modelo de multiplos estagios 
de Greaves. Este modelo envolve um possi- 
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vel evento iniciador pre-natal e um segundo 
evento pos-natal. 5 

Apesar de existir somente uma modesta 
variabilidade na aparencia das celulas leuce- 
micas entre um e outro paciente com LLA, 
ha uma significante diferenga na patologia 
citogenetica e molecular subjacente, com 
numerosos subtipos geneticos distintos ja 
identificados. 13 Os mecanismos que levam 
a indugao das LLAs incluem a expressao 
aberrante de proto-oncogenes, as translo- 
cagoes cromossomicas e a hiperdiploidia 
(excesso de cromossomos). Essas alteragoes 
geneticas contribuem para a transformagao 
leucemica das celulas-tronco hematopoieti- 
cas ou de suas progenitoras comprometidas 
por fungoes celulares modificadas. Elas alte¬ 
ram processos reguladores essenciais para 
a manutengao ou o aumento da capacidade 
ilimitada para autorrenovagao, subvertendo 
os controles da proliferagao normal, de blo- 
queio da diferenciagao, e promovendo resis- 
tencia a apoptose. 14 

Nos ultimos 20 anos, as analises das linha- 
gens celulares envolvidas na genese das leu- 
cemias usando marcadores cromossomicos, 
genes marcadores mutantes ou rearranjados, 
rearranjos dos genes de receptores de celulas 
T e de cadeia pesada de imunoglobulinas, e 
de polimorfismos ligados ao cromossomo X 
(como marcadores clonais em mulheres) tern 
fornecido testes mais especificos para deter- 
minar a etiologia celular destas neoplasias. 
Com base nestas analises, demonstrou-se a 
origem monoclonal de todas as leucemias, e 
foram obtidos novos conhecimentos sobre a 
celula-alvo e o seu estagio de desenvolvimen- 
to, que foram correlacionados com a muta- 
gao inicial e com a selegao clonal. 15 Embora a 
frequencia de subtipos geneticos particulares 
das LLAs seja diferente em adultos e crian- 
gas, os seus mecanismos patogeneticos gerais 
subjacentes sao similares. 14 


Anormalidades 
citogeneticas em leucemia 
linfocitica aguda 

Durante as decadas de i960 e 1970, anorma¬ 
lidades cromossomicas especificas foram iden- 
tificadas dentro de diferentes subtipos de leu¬ 


cemia, sendo que de grande significance foi a 
descoberta da associagao destas alteragoes com 
a forma de evolugao clinica apresentada pelos 
pacientes. 16 Atualmente, a nova classificagao 
da Organizagao Mundial da Saude (OMS) en- 
fatiza a caracterizagao biologica das leucemias, 
incluindo a utilizagao de marcadores citogene- 
ticos. 17 ’ 18 Para o seguimento destas diretrizes, 
a abordagem a esta complexidade genetica 
na LLA somente e obtida pela combinagao de 
diversos metodos que sao complementares: a 
citomorfologia, a citoquimica e a imunofenoti- 
pagem permitem a categorizagao em diferentes 
linhagens. A citogenetica convencional, pelo 
exame de cariotipo, prove informagoes sobre 
as anomalias microscopicamente visiveis, en- 
quanto a citogenetica molecular, com tecnicas 
como a hibridizagao in situ por fluorescencia 
(FISH) e a hibridizagao genomica comparativa 
(CGH), e capaz de esclarecer rearranjos com¬ 
plexes e detectar alteragoes submicroscopicas, 
que escapam da identificagao pela cariotipagem 
de rotina. Por sua vez, as tecnicas moleculares 
identificam alteragoes genicas, definem algu- 
mas mutagoes nao detectaveis por outras tecni¬ 
cas e sao mais sensiveis que a FISH na deteegao 
da doenga residual minima (DRM). A utiliza¬ 
gao combinada destes metodos leva a uma clas¬ 
sificagao correta no momento do diagnostico 
inicial, define parametros para a deteegao de 
DRM durante a remissao completa morfologi- 
ca e hematologica e, por consequencia, reduz o 
trabalho, os custos e o tempo de tratamento ao 
minimo necessario. 18 Entretanto, e importante 
estar ciente de que a citogenetica convencional 
continua sendo o principal metodo laboratorial 
de rotina para a deteegao de anormalidades ge¬ 
neticas dentro do meio clinico. 16 

Do ponto de vista citogenetico, as anorma¬ 
lidades cromossomicas em LLA ja sao bem 
conhecidas e classificadas. Anormalidades 
clonais sao detectadas em 50 a 70% das me- 
dulas osseas dos pacientes com LLA e repre- 
sentam o mais importante parametro labora¬ 
torial de prognostico, 2 ’ 18 ’ 19 sendo a resposta 
ao tratamento o parametro clinico mais im¬ 
portante. Embora os tipos de anomalias cro¬ 
mossomicas sejam semelhantes em criangas 
e adultos, a sua distribuigao e possivelmen- 
te o seu significado biologico sao diferentes. 
Assim, uma interpretagao acurada do cari¬ 
otipo e essencial para avaliar a importancia 
destas distingoes. 



Estas anormalidades cromossomicas po- 
dem ser tanto estruturais como numericas, 
sendo que em muitos cariotipos ambas as al¬ 
teragoes podem estar presentes. Fazem parte 
das anomalias estruturais as translocagoes, 
as delegoes, as inversoes e outros rearranjos 
envolvendo genes com potencial oncogene- 
tico. Algumas alteragoes estruturais estao 
associadas com LLA-B, enquanto que outras 
sao especificamente encontradas em LLA-T. 
Elas em geral envolvem genes implicados nos 
processos normais de diferenciagao celular, 20 
levando a justaposigao de genes inteiros ou 
de segmentos genicos. Isto leva a formagao 
de genes hibridos que, ao apresentarem uma 
modificagao na sua fungao original, podem 
ter potencial leucemogenico. De modo geral, 
estas anomalias cromossomicas podem gerar 
alteragoes em: 

• proto-oncogenes (envolvidos no controle 
do crescimento celular), nos quais a muta- 
gao leva a um ganho de fungao; 

• genes supressores tumorais (que exercem 
sua fungao no controle da proliferagao ce¬ 
lular), em que a mutagao leva a perda de 
fungao; e 

v genes de reparo de danos no DNA (que, 
quando alterados, “permitem” o acumulo 
de mutagoes) (ver Figura 23.1)> 21 

Nas LLAs da infancia, muitas dessas ano¬ 
malias sao translocagoes cromossomicas ba- 
lanceadas que estao correlacionadas com sub- 
grupos imunologicos especificos. 22 A anorma- 
lidade estrutural mais frequente e a t(i2;2i) 
( TEL/AMLi ou ETV6/R UNXi ), ocorrendo em 


20 a 25% dos casos. At(n;v)(q23;v) envolven¬ 
do o gene MLL e a t(v;i4) e t(7;v) envolvendo 
o gene TCR ocorrem em 10% dos casos (onde 
v significa cromossomo envolvido variavel). 
A t(i; 19) ( E2A/PBX1 ) e a t(9;22) C BCR/ABL ), 
com formagao do cromossomo Philadelphia, 
ocorrem em 5 e 4% dos casos, respectivamen- 
te. Outras translocagoes menos comuns sao 
observadas em 20% dos pacientes, sendo que 
nenhum destes rearranjos cromossomicos e 
identificado em 30% dos casos. 23 " 25 No caso 
da LLA em adultos, a t(9;22) e a alteragao ci- 
togenetica mais frequente, sendo observada 
em cerca de um tergo dos casos. 3 Em lacten- 
tes, 70% possuem translocagoes envolvendo 
a regiao nq23 (com envolvimento do gene 
MLL), provavelmente ocorridas ainda intrau- 
tero (ver Figuras 23.2 e 23.3). 2 

Quanto aos subtipos de LLA, os casos com 
fenotipo do tipo de celulas T apresentam uma 
menor percentagem de anormalidades citoge- 
neticas (60 a 70%) do que os de celulas B (cer¬ 
ca de 80%). Por outro lado, muitas alteragoes 
observadas em LLA-T sao cripticas, isto e, sao 
anormalidades nao detectadas pela cariotipa- 
gem convencional. 26 As analises das sequen- 
cias genomicas dos genes fusionados indicam 
que o mecanismo predominante que leva a es¬ 
tas translocagoes cromossomicas e uma rup- 
tura na fita dupla de DNA, seguida de reparo 
normal, mas levando a um erro pela recombi- 
nagao das jungoes finais nao homologas. Estas 
observagoes nos levam a questao sobre o que 
causa o dano inicial ao DNA. 4 

Mais recentemente, com o advento das tec- 
nicas de FISH e CGH, novos rearranjos sub- 
microscopicos envolvendo genes relacionados 
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Figura 23.1 

Esquema mostrando os 
pontos de quebra e fusao 
envolvendo os genes TEL 
eAMLi (ou ETV6/R UNXi) 
observados nos casos 
de translocagao entre 
os cromossomos 12 e 21 
[t(i2;2i)]. 



HLH 

ETS 

AD 

TEL 







5' 


3' 

Runt 

AM LI 

■ 






HLH 

5' 

3' 

Runt AD 

TEL-AML1 








5' 

3' 


Ponto de quebra 


HLH - dominio helice-volta-helice ETS - dommio de ligagao ao DNA ETS 
RUNT - dominio de homologia RUNT AD - dominio de transativagao 


Citogenetica humana 


































Maluf, Riegel & Cols. 


226 


a leucemogenese tem sido identificados em 
pacientes com LLA. Por exemplo, a amplifi- 
cagao intracromossomica do cromossomo 21 
(iAMP2i), previamente conhecida como am- 
plificagao do gene RUNXi, tem sido reconhe- 
cida como uma anormalidade recorrente na 
LLA da infancia. 27 

Por sua vez, mudangas cromossomicas nu- 
mericas levam a clones com mais ou menos 
copias de um ou mais cromossomos. Estas 
mudangas sao classificadas de acordo com o 
numero de cromossomos alterados. 10 ’ 28 Nas 
LLAs, as celulas leucemicas hiperdiploides 
com mais de 50 cromossomos apresentam um 
complemento cromossomico especifico que 
depende do seu numero modal. A aquisigao de 
copias extras de cada cromossomo ocorre em 
um padrao previsivel, sendo que o indicio de 
que um cromossomo esta presente em uma ou 
mais copias extras depende do numero de cro¬ 
mossomos ganhos. O padrao de ganhos de cro¬ 
mossomos extras sugere que os mecanismos 
que resultam em cariotipo hiperdiploide com 
51 a 67 cromossomos sao diferentes daqueles 
que resultam em cariotipo quase triploide (68 
a 79 cromossomos) e quase tetraploide (> 80 
cromossomos) (ver Figura 23.4). 


O mecanismo subjacente deste fenomeno 
ainda e desconhecido. As mitoses que resul¬ 
tam em hiperdiploidia com mais de 50 cro¬ 
mossomos podem afetar cada cromossomo 
diferentemente, tanto que cromossomos adi- 
cionais especificos sao mais provavelmente 
distribuidos de forma nao aleatoria. 2 ’ 29 

A frequencia e o tipo de alteragoes nume- 
ricas e estruturais dos cromossomos variam 
tambem de acordo com os subtipos biologicos 
de LLA e a faixa etaria dos pacientes. No caso 
de LLA pre-B, a hiperdiploidia, com mais de 50 
cromossomos por celula leucemica, e a fusao 
TEL/AMLi sao responsaveis por aproximada- 
mente 50% dos casos da infancia, mas somente 
por 10% dos casos do adulto. 23 ’ 28 ’ 30 Com re- 
lagao a LLA de celula T, as translocagoes fre- 
quentemente envolvem um locus de um gene 
de receptor de celula T localizado nas regioes 
I 4 qn, 7 q 34 e7pi4 25 

A hipodiploidia (< 45 cromossomos por 
celula leucemica) e encontrada em menos de 
2% dos casos pediatricos e adultos de LLA. 28 
A t(4;ii) ( MLL/AF4 ) ocorre em 50% dos ca¬ 
sos em lactentes, 2% dos casos em criangas e 
5 a 6% dos casos em LLA de adultos, enquan- 
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Figura 23.2 

Ideograma mostrando os 
produtos resultantes da 
translocagao t(i2;2i), a 
fusao TEL/AMLl (ou ETV6/ 
RUNXi ) (a), e da translo¬ 
cagao t(9;22), a fusao BCR/ 
ABL (b). Estes padroes de 
sinais (vermelhos e verdes, 
alem dos amarelos devido 
a jungao dos sinais ante- 
riores) sao visualizados 
na analise pela tecnica de 
FISH. Note que, no caso da 
t(i2;2i), a troca entre os 
segmentos cromossomicos 
envolve uma banda clara do 
cromossomo 12 e do 21 , o 
que acaba dificultando sua 
identificagao pela citogene- 
tica convencional. 



Figura 23.3 


Imagens da tecnica de 
FISH utilizando-se da 
sonda TEL (verde) e AMLi 
(vermelho), mostrando 
uma metafase com 46 cro- 
mossomos e um nucleo 
interfasico com um pa- 
drao normal de sinais (a); 
uma metafase tetraploide 
(b); um nucleo interfasico 
com o sinal de fusao TEL/ 
AMLi (sinal amarelo) (c), 
e um nucleo interfasico e 
uma metafase apresentan- 
do tres copias de AMLi (d 
e e, respectivamente). 
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to que a t(9;22) ( BCR/ABL ) ocorre em 3% 
dos casos em criangas, em 20% dos casos em 
adultos e em mais de 50% dos casos em pa- 
cientes maiores de 50 anos de idade. 2 ’ 14 ’ 30 De 
modo interessante, a t(i;i9) e o unico rearran- 
jo que ocorre na maioria dos grupos etarios 
com aproximadamente a mesma frequencia. 
Criangas mais velhas e adolescentes consti- 
tuem os maiores grupos com anormalidades 
cromossomicas nao especificadas, indicando 
seu potencial para a descoberta de novas alte- 
ragoes citogeneticas (Figura 23.5 ). 25 

Hoje tambem ja esta bem estabelecida a 
possivel origem pre-natal de algumas LLAs, 
principalmente aquelas envolvendo a regiao 
nq23, como a t(4;ii), as leucemias congenitas 


e aquelas envolvendo a t(i2;2i). Entretanto, 
devemos ter em mente que a maioria dos ca¬ 
sos de leucemia envolve um evento indutor 
que costuma ocorrer no periodo pos-natal 
(ver Tabela 23 . 1). 31 -34 


Significado clinico 
e prognostico das 
anormalidades 
citogeneticas em leucemia 
linfocitica aguda 

As alteragoes cromossomicas sao tradicio- 
nalmente utilizadas como marcadores diag- 


Figura 23.4 

Cariotipo por 
bandas GTG 
mostrando uma 
metafase hiperdi- 
ploide. 
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nosticos e prognosticos no manejo de pacien- 
tes com LLA. Seu significado e semelhante ou 
ate mesmo maior que o de outros fatores como 
a idade ao diagnostico e a contagem de leuco- 
citos. 3 O uso da citogenetica molecular tern 
tambem mostrado que anormalidades geneti- 
cas levando a leucemogenese frequentemente 
ocorrem em nivel submicroscopico. 16 

Seeker-walker e colaboradores 35 foram os 
primeiros a descrever a associagao prognos- 
tica dos achados cromossomicos em LLA. 
Assim, no periodo de 1980 a 1990, o signifi¬ 
cado prognostico de uma serie de anomalias 
cromossomicas comegou a ser reconhecido, 
progressivamente passando a ser incorpora- 
do aos protocolos terapeuticos das LLAs. 36587 
Atualmente, sabe-se que diversas alteragoes 
cromossomicas, numericas ou estruturais, 
observadas citogeneticamente, estao associa- 
das a ocorrencia de quadro clinico de leuce- 
mia que apresenta uma evolugao com melhor 
ou pior prognostico. Deste modo, quanto aos 
grupos de risco citogenetico em LLA-B, dife- 
rentes grupos prognosticos foram caracteri- 
zados: o cariotipo hiperdiploide com mais de 
50 cromossomos e os casos de t(8;i4) ( MYC/ 
TCR ) sao indicadores de bom prognostico; a 
t(i;i9) ( E2A/PBX1 ) apresenta um prognostico 
de intermediario a bom; o cariotipo hiperdi¬ 
ploide com 47 a 50 cromossomos indica um 
prognostico intermediario; enquanto o cario¬ 
tipo quase-haploide, as t(9;22) ( BCR/ABL ) e 


t(4;ii) ( MLL/AF4 ) e as anomalias envolvendo 
a regiao nq23 (MLL) indicam um prognostico 
pobre (ver Tabela 23.2). 2 ’ 3510 ’ 22538 " 41 

E interessante salientar que o prognostico 
favoravel dos grupos hiperdiploides ocorre 
quando estao desacompanhados de altera- 
goes estruturais. Caso contrario, o prognos¬ 
tico assumido e o da anomalia estrutural. A 
hiperdiploidia de 52 a 58 cromossomos, um 
bom marcador prognostico, foi previamente 
descrita como nao sendo associada com a 
t(i2;2i) 42 

A idade dos pacientes tambem possui in- 
fluencia sobre o prognostico relacionado as 
anormalidades citogeneticas. Contudo, ate 
hoje se desconhece o motivo para isto. Por 
exemplo, criangas com idade entre 1 e 9 anos 
apresentando a t(9;22) possuem um prognos¬ 
tico melhor do que adolescentes com a mesma 
anormalidade. Estes, por sua vez, possuem 
um prognostico mais favoravel que o de adul- 
tos. Em pacientes com a fusao MLL/AF4 , be- 
bes e adultos tern um pior prognostico do que 
criangas. A t(i; 19) com a fusao E2A/PBX1 nao 
possui implicagoes prognosticas na LLA da in- 
fancia, mas e associada com um prognostico 
pobre em casos adultos. 3 ’ 43 

Todas estas informagoes tern permitido 
classificar a doenga leucemica em distintos 
grupos de risco, com diferentes alternativas 
terapeuticas. Por outro lado, a identificagao 
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Figura 23.5 

Distribuigao das prin¬ 
cipals anormalidades 
citogeneticas em LLA 
(em %), de acordo com a 
faixa etaria dos pacientes. 
Fonte: Adaptada de Har¬ 
rison. 16 










































de subgrupos de mau prognostico levou a 
pesquisa de novos protocolos de tratamento 
e/ou a introdugao de terapias alternativas 
mais agressivas. Como consequencia, hou- 
ve uma modificagao nas taxas de remissao e 
sobrevida. 22 Nas LLAs da infancia, a situagao 
em relagao ao tratamento realmente come- 
gou a melhorar a partir dos resultados dos 
estudos sistematicos que foram conduzidos 
por Don Pinkel e seus associados no St. Jude 
Children’s Research Hospital. A observagao 
dos resultados das criangas tratadas nos peri- 
odos de 1962 a 1966, de 1967 a 1979 e de 1984 
a 1988, em uma sequencia de protocolos que 
foram sendo refinados, mostrou que a modi¬ 
ficagao metodica dos programas de quimiote- 
rapia produziu uma gratificante e surpreen- 
dente melhora no resultado do tratamento 
desta doenga que era quase sempre fatal. 44 

Atualmente, a sobrevida livre de eventos 
em cinco anos e estimada em 91% para indi- 
viduos com LLA e hiperdiploidia, 89% para 
aqueles com fusao TEL/AMLi, 86% para fu¬ 
sao E2A-PBX1 , 82% para outras alteragoes de 


linhagem B, 73% para a LLA de celulas T, 37% 
para a fusao BCR/ABL, e 32% para a fusao 
MLL/AF4 (ver Tabela 23.3) 3 

Os conceitos modernos de terapia tern 
como base a estratificagao de risco individu¬ 
al ao diagnostico e durante o seguimento. As 
melhoras atuais obtidas em relagao a cura e ao 
tratamento estao tendo como base o conheci- 
mento biologico. Este conhecimento deve in- 
cluir uma abordagem diagnostica completa, 
combinando dados clinicos e laboratoriais 
como a citogenetica convencional e a FISH. 
Deste modo, pode-se chegar a uma classifica- 
gao e a um prognostico exatos no momento do 
diagnostico e a identificagao de marcadores 
sensiveis para estudos de DRM. 18 ’ 46 

Hoje, ja existe uma serie de informagoes 
sobre a caracterizagao biologica das LLAs 
que nos auxiliam no delineamento de seu 
manuseio terapeutico. Tecnologias emer- 
gentes surgidas atraves da farmacogenetica 
tern criado a perspectiva futura de desenvol- 
vimento de drogas capazes de agir especifi- 
camente sobre os defeitos geneticos das ce- 
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TABELA 23.1 

Principals subtipos biologicos e alteragoes cromossomicas nas leucemias linfociticas agudas 
da infancia 


Tipo celular 
envolvido 

Anomalia 

cromossomica 

Alteragao 

molecular 

Frequencia (%) 

Produto 

funcional 

Progenitor- 
-monocitico 
de celula B a 
(lactentes) 

Translocagoes em 

11q23 

MLL/AF4, MLL/ 

ENL e outras 
fusoes 

~85 LLA de 
lactente 
~5 do total de 

LLA 

Fator de transcrigao 
modificado (FTM) b 

Precursor de 
celula B (pre-B) 

Hiperdiploidia 

Aumento da dose 
de genes 

~35 LLA pre-B 

Desconhecido 


t(12;21 )(p13;q22) 

Fusao TEL/AMLI 

~20 LLA pre-B 

Fator de transcrigao 
quimerico (FTQ) C 


t(1; 19)(q23;p13) 

Fusao E2A/PBX1 

~5 LLA pre-B 

FTQ 


t(9;22)(q34;q11) 

Fusao BCR/ABL 

~5 LLA pre-B 

Quinase ativada 


Amplificagao 

iAMP21 

Amplificagao do 
RUNX1 

~2 LLA pre-B 

Desconhecido 

Precursor de 
celula T 

Delegao 1 q, 
t(1;14)(p32;q11) 

Fusao SIL/SCL 

~25 LLA de celula 

T precursora 

Fator de transcrigao 
desregulado (SCL/ 
TALI) 


a Este subtipo de leucemia apresenta aspectos fenotipicos de monocitos e celulas progenitoras da linhagem B. b A 
protefna MLL tem poder de modificar a estrutura da cromatina e o controle da expressao de genes essenciais ao 
desenvolvimento (como o HOX) c , enquanto que a protefna AML1, que e uma importante reguladora transcricional 
positiva, pode ser modificada para repressora transcricional nessas fusoes. 

Fonte: Adaptada de Wiemels e Greaves. 45 
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lulas leucemicas e, assim, propiciar o mane- 
jo adequado dos individuos. 3 Entretanto, as 
diferengas na classificagao de risco, elegibi- 
lidade (maior ou menor idade limite) e com- 
posigao etnica da populagao ainda tornam 
dificil a comparagao dos resultados obtidos 
entre os diferentes grupos de estudo. 11 ’ 48 
Por outro lado, nao devemos esquecer que, 
durante o curso do tratamento, sao frequen- 
tes as complicagoes, como as infecgoes, em 


pacientes portadores de LLA, o que tambem 
pode ter um impacto final no resultado do 
protocolo ou tratamento proposto. Deste 
modo, o trabalho adequado dos servigos 
de diagnostico citogenetico e molecular e a 
sua integragao com os servigos de apoio ao 
tratamento, como hospitais e unidades de 
terapia intensiva, sao fundamentais para o 
diagnostico e manejo clinico adequado des- 
tes pacientes. 


TABELA 23.2 

Frequences das anomalias citogeneticas em leucemia linfocitica aguda pediatrica e sua 
relevancia prognostica 


Anormalidade 

Frequencia 

Prognostico 

Nenhuma 

(cromossomos normais) 

31-40% 

Intermediario-bom 

Alteracoes numericas 

Hiperdiploidia (> 50 cromossomos) 

23-26% 

Bom 

Hiperdiploidia (47-50 cromossomos) 

10-11% 

Intermediary 

Quase triploide 

1% 

Bom 

Quase tetraploide 


Adverso 

Pseudodiploidia 

18-26% 

Intermediary 

Hipodiploidia 

6% 

45 cromossomos - intermediary 
< 45 cromossomos - intermediary/ 
pobre* 

Quase-haploide 

< 1% 

Pobre 

Monossomia do cromossomo 7 

4% 

Adverso 

+8 

2% 

Desconhecido 

Alteragoes estruturais 



t(9;22)(q34;q11.2) 

2-6% 

Pobre 

t(4; 11 )(q21 ;q23) 

2% 

Pobre 

t(1; 19)(q23;p13.3) 

4-5% 

Excelente/intermediario 

t(12;21)(p13;q22) 

20-25% 

Bom em muitos estudos 

9p alterado 

7-11% 

Adverso/nao prognostico 

12p alterado 

7-9% 

Nao prognostico 

del(6q) 

6-9% 

Nao prognostico 

del(7p)/del(7q) 

4% 

Adverso 

del(5q) 

1% 

Adverso 

14q11 

3-4% global ou 

Nao prognostico 

Amplificagao iAMP21 

17-22% de LLA-T 

Pobre 


2% 



*Os estudos relatam prognosticos divergentes. 
Fonte: Adaptada de Mrozek e colaboradores. 47 
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TABELA 23.3 

Estimativa de sobrevida de acordo com anormalidades geneticas especificas nas celulas 
leucemicas 


Subtipo de LLA 

Estimativa para cinco anos de sobrevida livre 
de eventos (%) 

Linhagem B 


Hiperdiploidia > 50 cromossomos 

80-90 

TEL/AM LI 

85-90 

E2A/PBX1 

75-85 

BCR/ABL 

20-40 

MLL/AF4 

20-35 

Hipodiploidia < 45 cromossomos 

25-40 

Linhagem T 


MLL/ENL 

85-95 

BCR/ABL 

37 

MLL/AF4 

32 

Agrupamento HOX11 

80-90 

Agrupamento TALI 

30-40 

Agrupamento LYL1 

30-40 


Fonte: Adaptada de Pui e colaboradores. 3 ’ 7 
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Diagnostic*) citogenetico 
da leucemia 
linfocitica cronica 1 


Defini^ao, epidemiologia 
e caracteristicas clinicas 

A leucemia linfocitica cronica (LLC), ou 
linfoma linfocitico de pequenas celulas, per- 
tence ao grupo das doengas classificadas como 
disturbios linfoproliferativos cronicos. Ela e 
considerada a forma mais comum de leuce¬ 
mia no mundo ocidental (nos Estados Unidos 
e na Europa, ela e responsavel por 30% dos 
casos de leucemia), representando uma im- 
portante causa de morbidade e mortalidade. 
A LLC caracteriza-se por uma anormalidade 
nas celulas maduras da linhagem linfoide, que 
se acumulam na medula ossea e no sangue pe- 
riferico. Aproximadamente 95% dos casos de 
LLC sao originados de celulas B; o restante e 
de celulas T, e uma minoria de celulas natural 
killer (NK). A sua classificagao tern como base 
a morfologia, o imunofenotipo e a histologia. 
Atualmente, a citogenetica e a genetica mole¬ 
cular tambem apresentam um papel impor- 
tante dentro do seu diagnostico. 1 " 6 

Como em outras leucemias, a LLC e encon- 
trada duas vezes mais em individuos do sexo 
masculino do que do sexo feminino, sendo um 
pouco mais comum em caucasianos do que em 
negroides. Ela e, primariamente, uma doenga 
de individuos da idade adulta tardia, com mais 
de 90% dos casos ocorrendo em pessoas acima 
dos 50 anos. 2 " 4 Ao contrario dos sinais e sin- 
tomas encontrados na leucemia aguda, na LLC 
eles se desenvolvem gradualmente, sendo que 
o inicio da doenga e muitas vezes dificil de ser 
determinado. De fato, nao e incomum que ela 


seja descoberta acidentalmente devido a uma 
elevada contagem de linfocitos durante uma 
avaliagao medica de rotina. A maioria dos pa- 
cientes apresenta, inicialmente, uma linfoci- 
tose persistente nao explicada, aumento dos 
linfonodos (especialmente cervicais, supracla- 
viculares e axilares), alem de esplenomegalia. 
Anemia e trombocitopenia leves tambem sao 
comuns nos estagios precoces da doenga, sen¬ 
do observadas em cerca de 50 e 25% dos pa- 
cientes, respectivamente. Com a progressao da 
doenga, ocorre a infiltragao dos orgaos-alvo, o 
que pode levar a uma extensa adenopatia com 
esplenomegalia, hiperesplenismo e citopenias 
perifericas. Estes pacientes apresentam sin- 
tomas como febre, perda de peso e sudorese 
noturna. Depois, a medula ossea torna-se mais 
extensamente infiltrada pelas celulas neoplasi- 
cas, o que resulta em importante anemia, neu¬ 
tropenia e trombocitopenia pela extensa troca 
da medula ossea por celulas tumorais. 2 ’ 4 ’ 7 

Atualmente, o papel dos fatores geneti- 
cos na etiologia da LLC e bem estabelecido. 
Significativa agregagao familiar tern sido de- 
monstrada, mas o modo de heranga ainda nao 
e conhecido. Cerca de 10% dos pacientes com 
LLC apresentam ao menos um familiar em 
primeiro grau com a doenga ou outro distur- 
bio linfocitico. 4 ’ 5 


Avaliagao citogenetica em 
leucemia linfocitica cronica 

Apesar das dificuldades da divisao celular 
in vitro , anormalidades cromossomicas nao 





randomicas tem sido frequentemente iden- 
tificadas em LLC. Seu achado tem ajudado a 
apontar as vias geneticas envolvidas no pro- 
cesso maligno. Alem disso, estas alteragoes 
apresentam associagoes com a histologia e 
subgrupos clinicos, sendo que o acumulo de 
anormalidades secundarias ligadas a progres- 
sao da doenga tem provido informagao prog- 
nostica adicional. 1 

A LLC tem sido a desordem hematologica 
mais dificil de ser citogeneticamente anali- 
sada. Isto ocorre devido ao seu baixo indice 
mitotico, pobre resposta aos mitogenos mais 
utilizados e problemas ainda nao conhecidos 
na obtengao de metafases em casos com con- 
tagens muito altas de celulas brancas. 1 ’ 4 ’ 8 

A maioria das celulas na LLC encontra-se 
na fase G 0 do ciclo celular e acumula-se pri- 
mariamente devido a uma sobrevida prolon- 
gada, decorrente de defeitos na apoptose. O 
pequeno numero de celulas leucemicas em di¬ 
visao torna a analise citogenetica convencio- 
nal dificil, sendo que a estimulagao mitogena 
e necessaria para que se obtenha um numero 
suficiente de metafases. 3 ’ 4 Estudos iniciais re- 
lataram cariotipos normais para a maioria dos 
casos de LLC. Muito possivelmente isto tenha 
ocorrido devido ao fato de que as metafases 
obtidas nestes casos originavam-se de celulas 
normais presentes em culturas de sangue ou 
de medula ossea. 8 

A identificagao de um grupo de mitogenos, 
que primariamente estimulam de forma con- 
sideravel as celulas B, levou a uma melhora da 
analise citogenetica. Embora a fitoemaglutini- 
na seja o mitogeno mais comumente utilizado, 
seu estimulo ocorre principalmente nas celu¬ 
las T. Assim, celulas normais encontradas em 
desordens cronicas de celulas B estimuladas 
com a fitoemaglutinina provavelmente repre- 
sentem celulas T normais. Em um numero 
pequeno de casos, pode ocorrer ativagao das 
celulas B dependente das celulas T, levando 
a observagao de anormalidades cromossomi- 
cas. Os mitogenos que mais tem provido es¬ 
timulagao das celulas B malignas sao o TPA 
(12-O-tetradecanoilforbol 13-acetat) ou forbol 
e o Epstein-Barr virus (EBV). 1 

O TPA e o mitogeno de celulas B mais uti¬ 
lizado. Devido ao fato de as LLCs surgirem 
principalmente de celulas maduras, o tecido 
usualmente utilizado para estudo e o sangue 


periferico. Se a medula ossea estiver disponi- 
vel, culturas nao estimuladas podem ser fei- 
tas e processadas para analise cromossomica. 
Para cultura, uma amostra de sangue peri¬ 
ferico deve ser inicialmente coletada em um 
frasco com heparina (50-100 unidades/mL). 
Este sangue deve ser colocado em cultura 
logo apos a coleta. Se a contagem de celulas 
brancas e alta, sua separagao das demais ce¬ 
lulas do sangue pode ser benefica, pois, com 
isso, a populagao de celulas B e enriquecida, 
aumentando a chance de estimulagao de um 
clone maligno especifico. Idealmente, deve- 
-se tambem realizar uma serie de culturas 
com TPA em diferentes intervalos de tempo 
(por 3 e 5 dias), pois o periodo de resposta 
em cultura das celulas malignas varia entre 
os pacientes. 1 

Para desordens linfoproliferativas de linha- 
gem T, um coquetel de mitogenos deve ser 
utilizado, pois as celulas T malignas sao parti- 
cularmente dificeis de serem estimuladas para 
divisao. Uma combinagao com bons resulta- 
dos e a de fitoemaglutinina (10 jig/mL) com o 
mitogenico pokeweed , ou PWM (20 pg/mL), 
e com TPA. As culturas e as preparagoes cro- 
mossomicas devem ser realizadas de acordo 
com as mesmas recomendagoes descritas para 
outros especimes de sangue e medula ossea. 1 

Com estas metodologias, anormalidades 
cromossomicas clonais sao detectadas atraves 
de tecnicas debandeamento dos cromossomos 
em 30 a 50% dos casos. Por sua vez, com o ad- 
vento das tecnicas de citogenetica molecular, 
como a hibridizagao in situ por fluorescencia 
(FISH), houve um aumento na identificagao 
destas anormalidades devido a possibilidade 
de o estudo ser realizado em celulas que nao 
se encontram em divisao (nucleos interfasi- 
cos). Alem disso, estas tecnicas tem mostrado 
que alguns pacientes com cariotipo normal 
podem ser portadores de clones anormais com 
alteragoes cripticas (anormalidades cromos¬ 
somicas muitas vezes pequenas, que escapam 
a analise convencional). A realizagao da FISH 
tem aumentado a taxa de detecgao de altera¬ 
goes citogeneticas em LLC para cerca de 65 a 
90%. 3 ’ 4 ’ 6 ’ 8 " 10 Atualmente, grupos especificos 
de sondas de DNA para identificagao das alte¬ 
ragoes numericas e estruturais mais frequen¬ 
temente observadas em LLC ja se encontram 
disponiveis. O painel recomendado consiste 
na utilizagao de sondas locus -especificas para 
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as regioes 6q23 (gene C-MYB ), nq22.3 (gene 
ATM ), nqi3 (gene CCNDi ), I3qi4 (D13S319), 
I4q32 (gene IGH ) e 17PI3.1 (gene £>53), alem 
de sondas centromericas para o cromossomo 
12 (D12Z3). 6 ’ 10 ’ 11 A Figura 24.1 expoe as 
principals regioes cromossomicas envolvidas 
nos casos de LLC. 

Embora a FISH possa apresentar vantagens 
sobre a citogenetica convencional, sua utilida- 
de no diagnostico tambem e limitada, pois so- 
mente anormalidades conhecidas podem ser 
identificadas. 4 ’ 11 Para melhorar ainda mais o 
entendimento dos mecanismos patogeneticos 
e a predigao dos resultados clinicos, platafor- 
mas de microarranjos tem sido desenvolvidas 
como ferramentas para avaliar amplamente o 
genoma quanto a presenga de ganhos e perdas 
cromossomicas. Neste sentido, a hibridizagao 
genomica comparativa (CGH) por microar¬ 
ranjos tem mostrado ser um teste sensivel que 
permite a detecgao de novas alteragoes recor- 
rentes tanto com potencial patogenico como 
com importancia prognostica. 10 ’ 12 

Mais recentemente, o uso de novos mi- 
togenos levou a um aumento no numero de 
translocagoes detectadas pela citogenetica 
convencional em LLC. Apos a estimulagao 
com oligonucleotideos CpG e IL-2, o indice 
de anormalidades foi comparado ao detec- 
tado pelo estudo de celulas interfasicas pela 
FISH. 10 

Atualmente, o uso da citogenetica conven¬ 
cional associada a FISH tem sido a abordagem 
de escolha para avaliar individuos com LLC. 
Os resultados de todas estas metodologias 
tem permitido a obtengao de melhores cor- 
relagoes entre alteragoes geneticas e achados 
clinico-biologicos. 6 


Alteragoes 

cromossomicas em leucemia 
linfocitica cronica 

Algumas anormalidades citogeneticas re- 
latadas em LLC relacionam-se ao seu proces- 
so de iniciagao, enquanto outras parecem ter 
correlagoes clinicas e implicagoes prognosti- 
cas distintas. Estas alteragoes, em geral, pare¬ 
cem ser secundarias a eventos envolvidos na 
progressao da doenga. Pacientes com carioti- 
pos complexos com presenga de mais de tres 
anormalidades, por exemplo, em geral mos- 
tram uma forma mais agressiva da doenga. 1 ’ 4 

A frequencia de anormalidades especificas 
vai depender nao so da situagao clinica em 
que o paciente se encontra como da tecnica ci¬ 
togenetica de detecgao utilizada. 10 Alteragoes 
cromossomicas encontradas em LLC consis¬ 
tent em geral, de delegoes e/ou amplificagoes. 
As translocagoes eram consideradas raras; 
contudo, estudos mais recentes, utilizando 
novos mitogenos, tem relatado incidences 
destes rearranjos superiores a 34%. Entre os 
pacientes com cariotipo anormal, cerca de 
65% apresentam uma unica anormalidade 
cromossomica; 25%, duas, e o restante, alte¬ 
ragoes mais complexas (6%). 4 ’ 6 As principals 
anormalidades cromossomicas identificadas 
em LLC sao resumidas a seguir (ver tambem 
Tabela 24.1). 

Anormalidades de I3q 

Rearranjos envolvendo 13q usualmente 
envolvem a regiao 12-14. Delegoes da mesma 
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Figura 24.1 

Ideograma e cariotipo 
parcial por bandas GTG 
(resolugao de cerca de 
400 bandas) mostran- 
do regioes cromosso¬ 
micas frequentemente 
envolvidas em LLC. 



regiao tem sido relatadas em cerca de 10% 
dos casos de LLC avaliados pela citogeneti- 
ca convencional. Contudo, a maioria nao e 
detectada por esta analise, sendo que a fre¬ 
quencia de delegoes aumenta para 36 a 53% 
quando se utiliza a tecnica de FISH. As dele- 
goes de I3qi4 frequentemente sao as unicas 
anormalidades cromossomicas observadas. 
Elas tambem representam as alteragoes clo- 
nais mais precoces, sugerindo que a perda ou 
a inativagao de um gene supressor tumoral 
presente na regiao possa ser crucial para o 
desenvolvimento da LLC. E interessante no¬ 
tar que existe uma correlagao negativa entre 
a trissomia do cromossomo 12 e a delegao de 
I3q, sugerindo dois mecanismos indepen- 
dentes de leucemogenese. 1 ’ 4 ’ 9 

Anormalidades de liq 

Alteragoes estruturais, como delegoes e 
translocagoes, envolvendo o cromossomo 11 
sao consideradas o evento genetico recorrente 
mais comum em uma variedade de desordens 
linfoproliferativas. Estas desordens tem sido 
encontradas em 9 a 15% dos pacientes com 
LLC avaliados pela citogenetica convencional 
e em 10 a 32% daqueles analisados por FISH. 


A regiao mais frequentemente deficiente en- 
volve o brago longo (q) do cromossomo 11, en¬ 
tre as bandas 22 e 23. lj3 ’ 4 ’ 9 

Anormalidades de lyp 

A perda de material genetico do cromos¬ 
somo 17 em LLC geralmente envolve o brago 
curto (p), em especial a regiao 13. 4 Delegoes 
e translocagoes acometendo esta regiao rara- 
mente sao detectadas por citogenetica conven¬ 
cional (< 5% dos casos). Pela FISH, elas tem 
sido verificadas em 10 a 27% dos pacientes. 3 ’ 9 

Trissomia do cromossomo 12 

A trissomia do cromossomo 12 e conside- 
rada a anormalidade numerica mais comum 
em LLC, estando presente em cerca de 11 a 
21% dos casos (Figura 24.2). Embora ocorra 
em outros disturbios linfoproliferativos, ela 
e caracteristica da LLC. A trissomia 12 tanto 
pode ser a unica anormalidade identificada 
como estar associada com outras alteragoes, 
como a delegao de 6q e de I3qi4- Atualmente, 
a analise de celulas interfasicas pela tecnica de 
FISH com sondas centromericas para o cro- 
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TABELA 24.1 

Principals anormalidades citogeneticas observadas em LLC, com os respectivos genes 
envolvidos e sua frequencia de detecgao de acordo com a metodologia empregada 





Frequencia (%) * 

Cromossomo 

Anormalidade 

Genes envolvidos 

Cariotipo 

FISH 

13 

del13q14 

Rbl, Leu-1, Leu-2, Leu-5, 
CLLD6-CLLD8, KPNA3, 
miR15 e miR16 

10 

36-53 

11 

dell 1q22-23 

FDX, ATM, MLL, PZLF, 
Mrell.RDX.NPAT, CUL5 
e PPP2R1B 

9-15 

10-32 

17 

del17p13 

p53 

<5 

10-27 

12 

+ 12 

CDK2, CDK4, STAT6, 
APAF-1, MDM-2 e CCLU1 

11-21 

16-40 

6 

del6q 

? 

4-6 

2-9 

TOTAL 

- 

- 

40-50 

65-90 


*Estas frequences sao diretamente dependentes do estagio da doenga, da tecnica citogenetica de detecgao 
utilizada e se a LLC e ou nao resistente a terapia convencional. 

Fonte: Adaptada de Harrison, 1 Naeem, 2 Ripolles e colaboradores, 3 Inandar e Bueso Ramos, 4 Keen-Kin e 
colaboradores, 6 Moreno e Montserrat, 9 Zens e colaboradores 10 e Gowda e Byrd. 11 
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mossomo 12 tem-se tornado o metodo mais 
utilizado para a detecgao desta alteragao. Esta 
tecnica e altamente sensivel e tem revelado 
um numero maior de casos positivos de trisso- 
mia 12 do que a analise cariotipica (16 a 40% 
dos casos). 1 ’ 3 ’ 49 

Delegao de 6q 

As delegoes de 6q observadas em LLC en- 
volvem os mesmos pontos de quebra descri- 
tos nos linfomas malignos. 1 A partir da ana¬ 
lise cariotipica, aproximadamente 4 a 6 % dos 
casos apresentam delegoes desta regiao. Esse 
indice aumenta para 9% quando a avaliagao 
e realizada pela tecnica de FISH. 4 ’ 9 Embora 
encontrada em LLC, esta anormalidade e um 
marcador real para malignidade linfoide em 
geral e nao esta preferencialmente associada 
com tipos especificos de doenga. 1 

Outras alteragoes 

Em geral, translocates reciprocas sao 
incomuns em LLC. Contudo, mais recente- 
mente, a estimulagao das celulas LLC, tanto 
com celulas ligantes com expressao CD40 
e IL-4 tanto com uma combinagao de oligo- 
desoxinucleotideos CpG e IL-2, tem levado 
a um aumento na frequencia de detecgao de 
translocagoes em pacientes com LLC (ate 
34%). 940 Anormalidades do cromossomo 14 
vem sendo observadas em cerca de 6 a 16% 
dos casos. Elas geralmente envolvem a banda 
q32, onde se localiza o gene da cadeia pesada 


de imunoglobulina (IGH), e sao comumente 
associadas a outras anormalidades cariotipi- 
cas. Translocagoes, mais do que delegoes ou 
amplificagoes, tem sido relatadas envolvendo 
esta regiao. 4 

Com os avangos na citogenetica molecu¬ 
lar, pelo desenvolvimento de tecnicas como 
a CGH, outras alteragoes tambem tem sido 
identificadas. Elas incluem ganho de numero 
de copias do cromossomo 19 e do oncogene 
MYCN, localizado em 2p24. 10 

Significado clinico 
e prognostico das 
anormalidades 
citogeneticas em leucemia 
linfocitica cronica 

Embora o diagnostico de LLC em geral 
seja simples de se fazer, a doenga e caracteri- 
zada por um curso clinico altamente variavel. 
Alguns pacientes nao apresentam sintomas 
ou apresentam poucos sintomas, e podem ter 
uma expectativa de vida normal, enquanto 
outros progridem precocemente e podem ir 
a obito devido a doenga. 10 Idade, sexo e esta- 
diamento clinico tem sido identificados como 
importantes fatores prognostics indepen- 
dentes. A contagem de linfocitos no sangue 
periferico, o tempo de duplicagao linfocitica, a 
histologia da medula ossea e os niveis sericos 
de timidina-quinase e microglobulina p-2 sao 
outros parametros relevantes. O tratamento 
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tem sido tradicionalmente utilizado para es- 
tagios avangados ou em casos de doenga sin- 
tomatica. Mais recentemente, abordagens al- 
tamente efetivas e potencialmente curativas, 
como a combinagao de anticorpos com qui- 
mioterapia e o transplante de celulas-tronco 
alogenicas, tem sido desenvolvidas e utiliza- 
das em LLC. Os diagnostics moleculares tem 
ajudado muito no progresso do entendimento 
da patogenese da doenga, bem como melhora- 
do a predigao da evolugao dos pacientes. Mais 
recentemente, marcadores moleculares e ce- 
lulares tem sido descobertos e alguns deles 
tem sido utilizados para estratificar pacientes 
para as diferentes opgoes de tratamento. 3 ’ 10 

Anormalidades citogeneticas especificas 
tem provido algumas visoes sobre a patogene¬ 
se da LLC por apontar genes candidates (como 
°P 53 > em 17P13, go ATM, em Iiq22-q23), en- 
quanto que para outros loci , como o I3q, o pa- 
pel preciso de possiveis supressores tumorais 
ainda nao foi completamente elucidado. Em 
adigao, certas alteragoes tem sido consideradas 
fatores preditores associados com caracteristi- 
cas da doenga, como marcada linfadenopatia 
(delegao de nq) e resistencia ao tratamento 
com quimioterapia convencional (delegao de 
I7p), salientando a importancia das alteragoes 
cromossomicas no curso da LLC. 4 ’ 6 ’ 10 

Assim, a citogenetica tem sido util para 
predizer o curso clinico da LLC. As anorma¬ 
lidades cromossomicas sao consideradas fa- 
tores preditores independentes da progres¬ 
sao da doenga e da sobrevida, sendo que uma 
classificagao hierarquica das anormalidades 
tem sido definida. Pacientes com cariotipos 
diploides ou com somente delegao de 13 q tem 
um curso clinico benigno e melhor prognosti- 
co. A presenga de delegao de 6q ou trissomia 
do cromossomo 12 usualmente tem um efeito 
adverso na sobrevida do paciente e resulta em 
um prognostico intermediario. Pacientes com 
alteragoes em nq22-23, delegao de 17P13 ou 
cariotipos complexos tem um pior prognosti¬ 
co 3,6,10,11 informagoes clinicas e prognosti- 
cas associadas a estas anormalidades cromos¬ 
somicas encontram-se descritas em maiores 
detalhes a seguir (ver tambem Tabela 24.2). 

Deletes de i3q 

Pacientes com somente delegao de 13 q 
apresentam um bom prognostico e um curso 


clinico benigno. Sua sobrevida media varia de 
79 a 133 meses. 3 ’ 6 ’ 8 

Trissomia do cromossomo 12 

Existe uma forte correlagao entre a trisso¬ 
mia 12 e alteragoes morfologicas em LLC. A 
trissomia 12 usualmente possui um excesso de 
grandes linfocitos, o que identifica a variante de 
LLC de celulas mistas da classificagao franco- 
-americana-britanica (FAB). Ela tambem esta 
relacionada a uma atividade proliferativa alta, 
sendo que a proporgao de celulas com trisso¬ 
mia 12 aumenta com a progressao da doenga. 
De forma geral, pacientes com esta trissomia 
apresentam uma doenga em estagio avangado, 
um prognostico intermediario e indices me- 
dios de sobrevida significativamente menores 
quando comparados aqueles de individuos 
com um cariotipo normal (sobrevida media de 
33 a 114 meses). Entretanto, quando o grupo 
da trissomia 12 e subdividido em pacientes nos 
quais ela e a unica anormalidade e naqueles 
com alteragoes adicionais, tem se observado 
que o primeiro grupo apresenta um melhor 
prognostico. 1,3 ’ 4 ’ 6 

Delegao de 6q 

A delegao de 6q representa uma entida- 
de citogenetica e clinico-biologica que exibe 
um perfil fenotipico e hematologico distin- 
to. Pacientes com delegao de 6q usualmente 
apresentam achados morfologicos e imuno- 
fenotipicos associados com uma progressao 
para uma leucemia prolinfocitica mais agres- 
siva. Deste modo, pacientes com delegao de 
6q requerem terapia imediata para adquiri- 
rem remissao. Estes pacientes tem sido en- 
quadrados com um risco intermediario, sendo 
que possuem uma sobrevida media de 33 a 114 
meses. 3 ’ 6 

Delegao de nq 

A delegao de nq tem sido associada clini- 
camente a uma doenga progressiva com um 
prognostico pobre. Pacientes com esta de¬ 
legao sao mais j ovens, tem a doenga em um 
estagio clinico mais avangado, apresentam 
linfadenopatias abdominal e mediastinal mais 
extensas, aceleragao da velocidade de duplica- 
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gao dos linfocitos e uma diminuigao significa- 
tiva da sobrevida media, de 13 a 79 meses. A 
demonstragao de uma delegao em nq23 e um 
dos parametros citogeneticos mais importan- 
tes para o prognostico em LLC. 1 ’ 5 

Anormalidades de lyp 

A delegao de 17P e considerada o fator pre- 
ditor mais importante de progressao da doen- 
ga e de uma sobrevida curta (sobrevida media 
de 9 a 32 meses), sendo frequentemente ob- 
servada em estagios avangados da LLC. 1 ’ 5 Um 
limiar de 20% de celulas apresentando dele¬ 
gao de 17P separa pacientes com um prognos¬ 
tico pobre e bom, respectivamente. 9 Embora 
o grupo de pacientes com delegao de 17P seja 
pequeno em estagios precoces, sua detecgao 
e de grande importancia devido ao fato de 
possuirem poucas chances de responder a 
quimioterapia de primeira linha com agentes 


alquilantes e analogos da purina. 4 Assim, a 
delegao de 17P e o primeiro marcador biologi- 
co a se tornar incorporado no risco estratifica- 
do em abordagens de tratamento de primeira 
linha em LLC. Existe um consenso crescente 
de que a analise citogenetica pela tecnica de 
FISH deveria ser obtida ao menos para ava- 
liagao quanto a presenga de delegao de 17P 
em todo paciente antes da escolha da terapia. 
Casos com delegao de 17P sao responsaveis 
por uma proporgao significativa de pacientes 
refratarios tambem ao tratamento com a flu- 
darabina. Contudo, nao sao todos os casos de 
LLC refratarios a esta medicagao que mostram 
uma citogenetica de alto risco, sugerindo que 
a identificagao de novos marcadores possa au- 
xiliar no manejo dos pacientes. 7 ’ 10 

Mais recentemente, a identificagao de no¬ 
vos rearranjos cromossomicos pela citogene¬ 
tica convencional, muitos deles compostos de 
translocagoes, ocorrida devido a utilizagao de 


TABELA 24.2 

Anormalidades cromossomicas em LLC e sua correlagao com as caracteristicas clinicas, a 
sobrevida media e o prognostico apresentados pelos pacientes 


Anormalidade 

Caracteristicas clinicas 

Sobrevida 

media 
(em meses) 

Prognostico 

del13q14 

Estagio de Binet precoce com estado 
mutacional IgVH favoravel e baixa taxa de 
progressao da doenga. 

79 a 133 

Bom 

+ 12 

Morfologia e imunofenotipos atipicos com 
elevada citomorfologia; diferenciagao 
linfoplasmocitoide; expressao mais intensa 
de CD20; desvio imunofenotipico de CD5-, 
positividade de FMC7 e alta frequencia de 
expressao de CD38. 

33 a 114 

Intermediario 

del6q 

Contagem de celulas brancas no sangue 
relativamente elevada; imunofenotipo 
classico e CD38+; morfologia atipica e 
incidencia intermediary de hipermutagao 
somatica IgVH. 

33 a 114 

Intermediario 

dell 1q22-23 

Doenga avangada, com rapido tempo de 
duplicagao dos linfocitos; esplenomegalia 
e extensa linfadenopatia abdominal, 

13 a 79 

Pobre 

del17p13 

mediastinal e periferica (em especial na 
del 11 q); IgVH em estado nao mutado; niveis 
sericos elevados de desidrogenase latica e 
de fosfatase alcalina, e baixos de albumina. 

9 a 32 

Pobre 


Fonte: Adaptada de Harrison, 1 Naeem, 2 Ripolles e colaboradores, 3 Inandar e Bueso Ramos, 4 Zent e Kay, 5 Keen- 
-Kin e colaboradores, 6 Moreno e Montserrat, 9 Zens e colaboradores 10 e Gawda e Byrd. 11 











novos mitogenos como os oligonucleotideos 
CpG e IL-2, tem definido um novo subgrupo 
de prognostico, com uma aparente menor so- 
brevida. 10 Os casos de translocagao t(i4;i9) 
(q32;qi3) estao associados com morfologia 
linfocitica e imunofenotipo atipicos. Em adi- 
gao, estes pacientes apresentam uma doenga 
em uma idade mais precoce e com uma rapida 
progressao; entretanto, ainda faltam estudos 
que acessem os reais efeitos desta anormali- 
dade sobre o prognostico e a sobrevida dos 
pacientes. 1 2 3 4 5 * * ’ 8 

Assim, embora a FISH e as demais tecnicas 
moleculares estejam sendo utilizadas cada vez 
mais na detecgao de alteragoes cromossomi- 


cas, a citogenetica convencional permanece 
como uma ferramenta vital na identificagao 
de interagoes cromossomicas em cariotipos 
complexos e na descoberta de novas anorma- 
lidades recorrentes com significancia prog- 
nostica. 1 O uso conjunto destas tecnicas tem 
sido util tambem para investigagao de doenga 
residual minima, detecgao de alteragoes geno- 
micas adquiridas durante o curso da doenga 
(descritas em 17% dos casos de LLC) e possi- 
vel indicagao de potenciais sitios-alvo para in- 
tervengoes terapeuticas. 9 Estudos futuros com 
trabalhos prospectivos possivelmente levarao 
a um melhor entendimento da doenga e iden¬ 
tificagao de novos subgrupos de prognostico. 
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Diagnostic*) citogenetico 
dos linfomas malignos , 


Defini^ao, epidemiologia 
e caracteristicas clinicas 

Os linfomas sao neoplasias hematologicas 
frequentes e representam a terceira causa de 
cancer na infancia. A maior parte dos pacien- 
tes com linfoma apresenta sintomas iniciais 
como aumento de linfonodos e/ou sintomas 
sistemicos, como febre, sudorese noturna, 
perda de peso ou fadiga. Menos frequente- 
mente, eles apresentam sintomas secunda- 
rios aos efeitos do linfoma em orgaos criti- 
cos, como a medula ossea, o figado e os rins. 
Devido a falta de especificidade dos achados, 
muitos meses podem se passar ate que o 
diagnostico da neoplasia seja considerado. 
Em algumas situagoes, o aumento de linfo¬ 
nodos e a esplenomegalia podem ser achados 
encontrados incidentalmente durante a ava- 
liagao medica. 

Para o estabelecimento do diagnostico do 
linfoma, necessita-se, alem de uma historia 
clinica e um exame fisico detalhados, da reali- 
zagao de um aspirado de medula ossea com bi- 
opsia. Estes, ainda, devem ser analisados por 
um patologista experiente, que classificara a 
medula como estando envolvida pelo linfoma 
ou nao. Caso exista associagao da neoplasia 
com a medula, o subtipo histologico do linfoma 
deve ser observado devido a possibilidade de 
uma histologia discordante. Adicionalmente, 
a avaliagao pela imuno-histoquimica pode 
ajudar a distinguir infiltrados benignos de lin- 
fomatosos, e a citometria de fluxo pode detec- 
tar envolvimentos minimos do linfoma. 1 ’ 2 


A classificagao dos linfomas e um objeto 
de discussao desde a sua descoberta. Do re- 
lato original de Thomas Hodgkin, em 1832, 
ate o inicio do seculo XX, diversas entida- 
des clinicas foram nomeadas e descritas. 
Elas apresentavam uma linguagem varia- 
vel e imprecisa, indo de sarcoma de celulas 
reticulares a linfossarcoma. As primeiras 
tentativas de classificar sistematicamente 
os linfomas surgiram pela decada de 1930, 
e baseavam-se mais na sua morfologia, iso- 
lada ou em combinagao com informagoes 
clinico-patologicas. Estes esforgos levaram 
em parte a classificagao de Rappaport, que 
foi o primeiro sistema a incorporar o prog¬ 
nostic©. Desde entao, muitas alteragoes 
foram propostas, sendo que, atualmente, 
a classificagao mundialmente aceita e a da 
Organizagao Mundial da Saude (OMS), que 
se baseia na morfologia e no imunofenotipo 
do linfoma. Nela, a distingao principal se da 
pelo tipo da celula de origem: celula B, T, ou 
natural killer (NK). Depois, os linfomas sao 
classificados como derivados de celulas pre- 
cursoras ou de linfocitos maduros. Hoje em 
dia, mais de 30 tipos de linfomas sao conhe- 
cidos (ver Tabela 25.1). Eles apresentam 
um comportamento clinico que varia de bas- 
tante indolente a profundamente agressivo. 
Nos Estados Unidos, estima-se que a cada 
ano sejam realizados cerca de 8.200 novos 
diagnosticos de linfoma de Hodgkin (LH) e 
63.200 de linfoma nao Hodgkin (LNH). No 
entanto, e importante estar ciente de que a 
distribuigao dos subtipos de LNH varia pelo 
mundo. Por exemplo, o subtipo folicular de 
linfoma e responsavel por 31% dos casos de 





LNH em Vancouver (Canada) e por somente 
8 % daqueles em Hong Kong. 2 " 6 

Um diagnostico preciso e essencial. Deste 
modo, o passo inicial e a realizagao de uma 
biopsia para a obtengao adequada de mate¬ 
rial. Entretanto, a classificagao do diagnosti¬ 
co proposta pela OMS e realizada nao apenas 
pelo criterio morfologico, mas tambem com a 
incorporagao de dados da imunofenotipagem 

TABELA 25.1 

Esquema de classificagao dos linfomas da OMS 


Leucemias/linfomas de celulas B 


Linfoma/leucemia de precursores de celulas B 
Leucemia linfocitica cronica/linfoma linfocitico 
Leucemia prolinfodtica de celulas B 

Linfoma linfoplasmocitico/macroglobulinemia de Waldenstrom 

Linfoma da zona marginal esplenica 

Tricoleucemia 

Plasmocitoma/mieloma de plasmocitos 

Linfoma da zona marginal extralinfonodal do tecido linfoide associado a mucosa (MALT) 

Linfoma da zona marginal linfonodal 

Linfoma folicular 

Linfoma de celulas do manto 

Linfoma difuso de grandes celulas B 

Linfoma de grandes celulas B mediastinal (timico) 

Linfoma primario de efusoes 
Linfoma/leucemia de Burkitt 


Leucemias/linfomas de celulas T e celulas natural killer (NK) 


Linfoma/leucemia linfoblastica de celulas pre-T 
Leucemia prolinfodtica de celulas T 
Linfoma de celulas NK blasticas 
Leucemia linfocitica de grandes celulas T granulares 
Leucemia agressiva de celulas NK 
Leucemia/linfoma de celulas T do adulto (HTLV1+) 

Linfoma de celulas T/NK extranodal, do tipo nasal 

Linfoma de celulas T do tipo enteropatico 

Linfoma de celulas T hepatoesplenico 

Linfoma cutaneo de celulas T, do tipo paniculite subcutanea 

Micose fungoide/sindrome de Sezary 

Linfoma cutaneo primario de grandes celulas anaplasicas 

Linfoma de celulas T angioimunoblastico 

Linfoma de celulas T periferico, nao especificado 

Linfoma primario sistemico 

Linfoma de grandes celulas anaplasicas 


Linfoma de Hodgkin 


Nodular com predominio linfocitico 
Linfoma de Hodgkin classico 
Esclerose nodular 
Celularidade mista 
Deplegao linfocitica 
Rico em linfocitos 

Fonte: Adaptada de Paes e colaboradores 3 e Matasar e Zelenetz. 5 


e, em alguns casos, geneticos. Assim, atual- 243 
mente o seu diagnostico se da pela associagao 
dos achados clinicos, histopatologicos e gene¬ 
ticos. 5 

O estadiamento clinico dos linfomas deriva 
do sistema de Ann Arbor (AA). Este sistema 
foi originalmente desenvolvido para o LH, 
tendo sido subsequentemente modificado no 
encontro de Cots wolds, em 1989. Ele se ba- 
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seia, principalmente, na extensao do envolvi- 
mento dos grupos nodais. 5 


Etiologia 

Numerosos fatores tem sido relacionados a 
um risco aumentado para certos tipos de lin- 
foma. Estes fatores incluem infecgao cronica, 
imunossupressao e historia familiar para neo¬ 
plasias hematologicas como a leucemia linfo- 
citica cronica e o proprio linfoma. Esta claro 
que a infecgao cronica pode levar a genese do 
linfoma, tanto pelos efeitos diretos de alguns 
virus [(como o Epstein-Barr virus [EBV], o 
virus linfotropico para celulas T humanas do 
tipo 1 [HTLV-i] e o herpes virus humano do 
tipo 8 [HHV8]), como pela estimulagao cro¬ 
nica do sistema imune - como na gastrite pela 
Helicobacter pylori e o virus da hepatite C. 
Doengas autoimunes, como a artrite reuma- 
toide e a sindrome de Sjogren, tambem po- 
dem aumentar o risco de linfoma atraves da 
estimulagao cronica do sistema imune, dando 
origem a clones de celulas B desreguladas. A 
imunossupressao pode se dar tanto por in- 
fecgoes, como ocorre em pacientes infectados 
pelo virus da imunodeficiencia humana (HIV), 
como pelo uso de medicamentos imunossu- 
pressores (apos transplante de orgaos solidos, 
p. ex.). Risco adicional e associado a alguns 
fatores ambientais, como radiagao ionizante 
(incluindo a luz solar) e pesticidas agricolas. 
Claramente, estes agentes, sejam eles infeccio- 
sos, inflamatorios ou toxicos, interagem com 
o genoma do hospedeiro de forma complexa, 
levando a genese do linfoma. Alem disso, tem 
sido estabelecido um risco hereditario de lin¬ 
foma, sendo que a chance de desenvolver LH 
e aumentada para parentes em primeiro grau 
de pacientes com o tumor. Contudo, atual- 
mente nao existe um teste genetico especifico 
disponivel para avaliar tanto o paciente como 
seus familiares. 2 ’ 4 ’ 5 

Durante a ultima decada, houve um signi- 
ficante progresso na elucidagao da patogenese 
dos linfomas. Muitas anormalidades citoge- 
neticas frequentemente associadas com estes 
tumores vem sendo caracterizadas em nivel 
molecular, levando a identificagao de um 
grande numero de genes. O papel da maioria 
destas alteragoes na genese do tumor tambem 
tem sido confirmado em modelos experimen- 


tais com animais transgenicos. Por outro lado, 
a maioria destas alteragoes geneticas associa¬ 
te, seletivamente, a alguns tipos especificos 
de linfoma, representando assim marcadores 
com possivel significance diagnostica e, ate 
mesmo, prognostica. 7 " 9 


Anormalidades 
citogeneticas em linfomas 

Mais recentemente, estudos citogeneticos 
e moleculares tem melhorado a acuracia diag¬ 
nostica e identificado subtipos histologicos de 
linfomas com prognostics distintos. Alem dis¬ 
so, tem atuado tambem como um guia para a 
identificagao de genes aparentemente respon- 
saveis pelo desenvolvimento dos linfomas. 

O teste citogenetico padrao e mais utilizado 
para a analise dos linfomas e o cariotipo con- 
vencional. Embora seja possivel cultivar celu¬ 
las do linfoma a partir de qualquer lugar, in¬ 
cluindo a medula ossea, estudos citogeneticos 
deste tumor usualmente baseiam-se na analise 
de amostras de linfonodos. Para melhores re- 
sultados, uma porgao do linfonodo deve ser 
transportada em meio de cultura (RPMI1640) 
esteril ao laboratorio de citogenetica o mais 
breve possivel apos a excisao. O linfonodo e 
mecanicamente desagregado para produzir 
uma suspensao de celulas que e adicionada ao 
meio de cultura. A cultura curta em RPMI 1640 
suplementada com 10 a 20% de soro fetal bovi- 
no tem sido indicada por varios grupos como 
sendo aquela com melhores resultados. 

O estudo pela tecnica de hibridizagao in 
situ por fluorescencia (FISH) (ver Capitulo 
28), por sua vez, possibilita a detecgao de 
alteragoes geneticas em casos nos quais a ci¬ 
togenetica convencional nao e informativa. 
Praticamente, qualquer DNA genomico pode 
ser utilizado como sonda. Esta sonda pode ser 
aplicada tanto a nucleos interfasicos como a 
placas metafasicas. Tres tipos gerais de son- 
das de DNA atualmente estao disponiveis 
para analise por FISH em linfomas: 

1. Sondas centromericas: hibridizam-se a 
centromeros de cromossomos especificos, 
em sequencias satelites-alvo presentes na 
heterocromatina. Elas permitem determi- 
nar o numero de cada cromossomo; 



2. Sondas de pintura cromossomica: sao cole- 
goes de sequencias de DNA que abrangem 
todo o comprimento de um determinado 
cromossomo. Elas permitem a identificagao 
de rearranjos complexos que nao podem ser 
determinados pela citogenetica convencio- 
nal, alem de revelar translocagoes cripticas 
(alteragoes menores que tambem passam 
despercebidas na analise cariotipica). No 
entanto, estas sondas nao sao uteis para 
detectar rearranjos em celulas interfasicas, 
pois a forma nao condensada dos cromosso- 
mos observada na interfase produz um sinal 
extremamente difuso e pouco informativo; 

3. Sondas locus -especificas: hibridizam-se a 
sequencias especificas e sao utilizadas para 
identificar translocagoes e delegoes. 7 

A Tabela 25.2 lista uma serie de sondas 
de DNA disponiveis para o estudo citogeneti- 
co dos linfomas pela tecnica de FISH. 

A tecnica de FISH tambem pode ser reali- 
zada em secgoes de tecido tumoral embloca- 
das em parafina atraves da hibridizagao direta 
tanto a cortes finos de tecido como a celulas 
obtidas a partir de secgoes mais espessas. 


A FISH multicolorida (M-FISH) ou a ca- 
riotipagem espectral (SKY) combinam a visao 
global do genoma, obtida atraves da citoge¬ 
netica conventional, com a tecnica de FISH. 
Estas tecnicas se utilizam de sondas de pintu¬ 
ra que marcam todos os cromossomos, de tal 
forma que a origem cromossomica de todos os 
rearranjos pode ser mais bem demonstrada. 
Como estas tecnicas se baseiam na pintura dos 
cromossomos, elas nao sao aplicaveis a celu¬ 
las interfasicas. Elas tern se mostrado uteis na 
identificagao de translocagoes cripticas e na 
elucidagao de rearranjos complexos. 

Ao contrario da M-FISH ou SKY, a hibri¬ 
dizagao genomica comparativa (comparative 
genomic hybridization, ou CGH) nao requer 
preparagoes metafasicas da amostra em estudo 
para acessar alteragoes genomicas. Ela permite 
uma avaliagao ampla do genoma, com verifica- 
gao de ganho ou perda de numero de copias de 
sequencias de DNA em celulas tumorais, pela 
comparagao com DNA de celulas normais. O 
DNA da celula tumoral e extraido das amostras 
do paciente e diretamente marcado pela incor- 
poragao de nucleotideos conjugados a fluoro- 
cromos (em geral, fluoresceina, que tern fluo- 


245 


TABELA 25.2 

Sondas de FISH disponiveis para identificar rearranjos cromossomicos especificos em 
linfomas 


Anormalidade 

cromossomica 

Sondas de FISH 
disponiveis 

Subtipo de linfoma 

t(8; 14)(q24;q32) 

MYC/IGH; MYC BA 

LB; LDGCB; LF; LCM 

t(2;8)(p11 ;q24) 

MYC BA 

LB; LDGCB; LF 

t(8;22)(q24;q11) 

MYC BA 

LB; LDGCB; LF 

t(14; 18)(q32;q21) 

IGH/BCL2 

LF; LDGCB 

t(3;V)(q27;V) 

BCL6 BA 

LDGCB; LF 

t(11; 18)(q21 ;q21) 

AP12/MALT 1; MALT1 BA 

MALT 

t(14; 18)(q32;q21) 

MALT1 BA 

MALT 

t(11; 14)(q 13;q32) 

CCND1/IGH 

LCM 

t(2;V)(p23;V) 

ALK BA 

Linfomas de grandes celulas anaplasicas 

Alteragoes numericas 
como trissomia dos 
cromossomos 3, 5 e 12 

Todas as sondas 

centromericas 

disponiveis 

Todos subtipos 


BA: indica uma sonda break-apart, ou seja, na presen^a de uma transloca^ao os sinais fusionados das sondas que 
se hibridizam lado a lado irao se separar em dois sinais individuais; 

V: indica que os cromossomos parceiros envolvidos nas translocates com 3q27 variam; 

LB: linfoma de Burkitt; LDGCB: linfoma difuso de grandes celulas B; LF: linfoma folicular; LCM: linfoma de celulas 
do manto; MALT: linfoma de zona marginal extralinfonodal do tecido linfoide associado a mucosa. 

Fonte: Adaptada de Campbell. 7 
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rescencia verde). Uma quantidade equivalente 
de DNA de um controle e marcada com um 
fluorocromo diferente (em geral, Texas red, 
que apresenta fluorescencia vermelha). Os dois 
DNAs marcados sao misturados e hibridizados 
a cromossomos metafasicos humanos normais. 
A captura dos sinais de hibridizagao de ambos 
os fluorocromos, em cada par cromossomico, 
e a comparagao da intensidade de hibridizagao 
de cada um dos sinais (verde e vermelho) por 
um programa de analise apropriado permitem 
a identificagao de regioes com provavel ganho e 
perda de material genetico na amostra neopla- 
sica. Mais recentemente, o desenvolvimento da 
tecnica de CGH por microarranjos aumentou 
consideravelmente a detecgao de anormalida- 
des menores, que escapavam a resolugao al- 
cangada pela CGH. 7 

Quanto as alteragoes citogeneticas obser- 
vadas, o ganho de um cromossomo essencial- 
mente resulta em amplificagao genica. Perda 
de todo ou de parte de um cromossomo pode 
resultar em perda da heterozigose. Rearranjos, 
como translocagoes, podem levar a justaposi- 
gao de sequencias de genes localizadas em di- 
ferentes cromossomos e, consequentemente, 
alterar a regulagao transcricional de um onco¬ 
gene ou criar um gene quimerico pela fusao 
de sequencias codificantes dos dois genes en- 
volvidos. 10 

E importante estar ciente de que a frequen- 
cia de detecgao das anormalidades citogeneti¬ 
cas em linfoma, como vimos pela propria des- 
crigao das diferentes tecnicas, e diretamente 
relacionada ao metodo utilizado. Investigagoes 
iniciais baseavam-se na analise pelo cariotipo 
convencional. Contudo, mais recentemente, a 
evolugao das ferramentas de citogenetica mo¬ 
lecular, com o desenvolvimento de tecnicas 
como FISH, SKY e CGH, tern aumentado con¬ 
sideravelmente o espectro de detecgao destas 
alteragoes. 7 

Alteragoes cromossomicas de 
acordo com o subtipo de linfoma 

A primeira anormalidade citogenetica a 
ter seus segredos revelados foi a translocagao 
t(8;i4), que caracteriza o linfoma de Burkitt 
(LB), descrita por Zech e colaboradores 11 
1976. Desde aquela epoca, um grande numero 
de anormalidades cromossomicas e geneticas 


tern sido detectado em linfomas. A seguir, 
veremos as alteragoes mais frequentemente 
descritas de acordo com o subtipo celular de 
linfoma. 

Linfomas de celulas B 

Para entender os rearranjos observados 
nos linfomas de celulas B, e importante com- 
preender os eventos que ocorrem no desen¬ 
volvimento e na maturagao normais das celu¬ 
las B. Estes eventos incluem a recombinagao 
genetica de segmentos variaveis do gene do 
receptor de celulas B em estagios precoces na 
medula ossea, alem de recombinagoes e intro- 
dugao de mutagoes somaticas em genes destes 
receptores durante a reagao do centro germi¬ 
nal. A ocorrencia fisiologica de remodelamen- 
to do DNA durante o desenvolvimento das ce¬ 
lulas B leva a um risco de introdugao acidental 
de alteragoes geneticas. Como consequencia, 
muitos subtipos de linfomas de celulas B se 
caracterizam pela presenga de translocagoes 
reciprocas envolvendo genes de imunoglobu- 
lina, tais como: 

• IGH: gene da imunoglobulina de cadeia 
pesada, localizado em I4q32; 

• IGK: gene da imunoglobulina de cadeia 
leve k, localizado em 2pi2; e 

• IGL : gene da imunoglobulina de cadeia 
leve, localizado em 22qn.2. 

A justaposigao de regioes promotoras 
destes genes de imunoglobulina com outros 
proto-oncogenes leva a um aumento da fun- 
gao dos ultimos e ao desenvolvimento de lin¬ 
foma. 8 ’ 12 

Como colocado anteriormente, o LB carac- 
teriza-se pela translocagao t(8;i4)(q24;q32) 
(ver Figura 25.1). Esta translocagao e obser- 
vada em cerca de 80% dos casos e foi a primei¬ 
ra a ter os genes envolvidos identificados em 
linfomas. Sua detecgao e realizada, usualmen- 
te, pela citogenetica convencional. Em um nu¬ 
mero menor de casos de LB observam-se as 
translocagoes alternativas t(8;22)(q24;qn) 
(15%) et(2;8)(pi2;q24) (5%). 7 ’ 8 ’ 10 ’ 12 

Em relagao ao linfoma difuso de grandes 
celulas B (LDGCB), uma grande variedade 
de anormalidades cromossomicas tern sido 
observada, o que reflete claramente um gru- 



po geneticamente heterogeneo de linfomas. 
Estas incluem translocates como t(i4;i8) 
(q3 2 ;q2i), t(8;i4)(q24;q32), t(8;22)(q24;qn), 
t(3;i4)(q27;q32) e t(3;22)(q27;qn), alem de 
outros rearranjos envolvendo I4q32. At(i4; 18) 
(q32;q2i) tem sido observada em aproxima- 
damente 20% dos casos. Translocates envol¬ 
vendo a regiao q27 do cromossomo 3 tambem 
sao comuns (30 a 40% dos casos). Estudos por 
citogenetica molecular tem identificado loci 
frequentemente envolvidos, como 6qn-i5, 
i8q2i, iqn-21, 3q27 e 9pi3- As amplificates 
dos genes REL , MYC e BCL2 sao encontra- 
das em cerca de 20% dos casos, sendo que a 
presenga de pelo menos um cromossomo 12 
adicional tambem e um achado comum no 
LDGCB. 7 ’ 8 ’ 10 ’ 13 

Por sua vez, o linfoma folicular (LF) e um 
dos subtipos mais comuns de LNH. As celulas 
do LF localizam-se no centro germinativo, e 
em 80 a 90% dos casos contem a caracteristi- 
ca t(i4;i8)(q32;q2i). Translocates variantes, 
como a t(2;i8)(pi2;q2i) e a t(i8;22)(q2i;qn), 
tambem tem sido descritas. As alteragoes nu- 
mericas secundarias mais frequentes incluem 
a presenga de um cromossomo X adicional e 
trissomias dos cromossomos 7, 12 ou I2q e 18 
ou i8q. Anormalidades estruturais frequente¬ 
mente envolvem as regioes cromossomicas ip, 
6q e loq. 7,8,10 ’ 11 

No linfoma linfocitico, ou leucemia linfo- 
citica cronica, a trissomia do cromossomo 12 
tem sido observada em 44% dos casos atipi- 
cos. As anormalidades de nq e I3q sao as mais 
frequentes na forma classica. De um modo 
geral, translocates reciprocas sao incomuns 
neste tipo de linfoma. 7 ’ 10 ’ 12 ’ 13 


Tres formas clinico-patologicas distin- 
tas de linfoma de celulas B da zona marginal 
(LCBZM) tem sido descritas: extralinfono- 
dal do tecido linfoide associado a mucosa 
(MALT), esplenico e linfonodal, sendo que 
todos os tres apresentam padroes diferentes 
de anormalidades cromossomicas. Os linfo¬ 
mas MALT sao caracterizados por trissomias 
dos cromossomos 3, 12 e/ou 18, alem de uma 
serie de translocates reciprocas. A t(n;i8) 
(q2i;q2i) e encontrada em 30 a 50% dos ca¬ 
sos, mas esta ausente no LCBZM esplenico e 
nodal. Nos linfomas MALT do tipo gastrico, 
esta anormalidade parece ser um marcador 
clonal para resistencia a terapia de erradi- 
cato do Helicobacter pylori e crescimento 
independente de antigeno. Outras transloca¬ 
tes observadas incluem a t(i4;i8) e, em um 
numero menor de casos, a t(i;i4)(p22;q32). 
As anormalidades citogeneticas mais comuns 
descritas no LCBZM esplenico sao as deletes 
de 7q e de 17P (envolvendo o gene P53) e as 
trissomias dos cromossomos 3 e 12. A per da 
de 7q tem sido demonstrada em aproximada- 
mente 40% dos casos. Por sua vez, a trissomia 
do cromossomo 3 tem sido reconhecida como 
um achado citogenetico recorrente no LCBZM 
linfonodal. Contudo, como e a segunda anor¬ 
malidade numerica mais observada em desor- 
dens linfoproliferativas, nao pode ser consi- 
derada como especifica para este subtipo de 
linfoma. 7 ’ 12 ’ 13 

O linfoma de celulas do manto (LCM) 
caracteriza-se por achados clinicos, morfolo- 
gicos e geneticos distintos. Enquanto a mor- 
fologia e a imunofenotipagem tem sido am- 
plamente usadas para definir esta entidade, 
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Figura 25.1 

Ideograma mostran- 
do a translocate* 
t(8;i4), caracteristica 
do linfoma de Burkitt, 
que leva a justaposi- 
t° dos genes IGH e 
MYC no cromossomo 
derivado 14. 
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existem crescentes estudos sugerindo que o 
metodo mais acurado para o seu diagnostico 
seja mesmo a via genetica. O achado citoge- 
netico principal deste subtipo de linfoma e a 
translocagao t(n;i4)(qi3;q32). A CGH tem 
identificado tambem ganho recorrente de 3q 
e 8q e perda de ip, 6q, nq e I3q. O ganho de 
3q tem sido observado em mais de 50% dos 
casos. 7 ’ 8 ’ 12 

Estudos mais antigos com a macroglo- 
bulinemia de Waldenstrom ja identifica- 
vam varias anormalidades cromossomicas, 
sendo que nenhuma delas parecia ser re¬ 
corrente. 7 Entretanto, mais recentemente, 
delegoes de 6q e I3q tem sido observadas. 14 
Casos de tricoleucemia tem-se mostrado 
dificeis de serem citogeneticamente anali- 
sados. Entretanto, naqueles avaliados com 
sucesso, as anormalidades numericas e es- 
truturais dos cromossomos 5, 7 e 14 tem se 
mostrado recorrentes. 7 A Tabela 25.3 lista 
as principals anormalidades citogeneticas 
observadas em subtipos especificos de linfo- 
mas de celulas B. 

Como observado ao longo da descrigao dos 
diferentes subtipos de linfomas de celulas B, 


as translocagoes sao rearranjos cromossomi- 
cos frequentes. Elas, como tambem descrito 
anteriormente, em geral levam a justaposi- 
gao de sequencias de genes localizados em 
diferentes cromossomos (em especial, genes 
de imunoglobulinas e proto-oncogenes), com 
consequente alteragao de suas fungoes. A 
Tabela 25.4 mostra as principals transloca¬ 
goes observadas em pacientes com linfomas 
de celulas B, com os respectivos genes envoi - 
vidos e fenotipos relacionados. 

Linfomas de celulas T 

Anormalidades citogeneticas observadas 
em linfomas de celulas T frequentemente en- 
volvem, de forma similar ao verificado nos 
transtornos linfoproliferativos de celulas B, 
loci de genes de receptores de celulas T locali¬ 
zados em I4qn, 7q34 e 7pi4- 

No linfoma angioimunoblastico, as tris- 
somias dos cromossomos 3, 5 e X tem sido 
recorrentes. Em relagao a micose fungoide/ 
sindrome de Sezary, os linfomas cutaneos de 
celulas T de baixo grau mais frequentemente 
apresentam um cariotipo normal, enquanto 


TABELA 25.3 

Alteragoes citogeneticas observadas em linfomas de celulas B 


Subtipo 

Anormalidades citogeneticas 

Linfoma/leucemia de Burkitt 

t(8; 14), t(8;22) e t(2;8) 

Linfoma difuso de grandes celulas B 

t(14;18), t(8;14), t(8;22), t(3;14) e t(3;22) 

Linfoma folicular 

t(14; 18), t(2;18)et(8;22) 

Leucemia linfocitica cronica/linfoma linfocitico 

Anormalidades em 11q e 13q, +12; t(14; 19) sao 
raras 

Linfoma da zona marginal extralinfonodal do 
tecido linfoide associado a mucosa (MALT) 

+3, +12 e +18, t(11;18), t(14;18), t(1;14) e t(3;14) 

Linfoma da zona marginal esplenica 

Delegoes de 7q e 17p, +3 e +12 

Linfoma da zona marginal linfonodal 

+3 

Linfoma de celulas do manto 

t(11; 14) 

Linfoma linfoplasmodtico/macroglobulinemia 
de Waldenstrom 

Delegoes de 6q e 13q 

Tricoleucemia 

Anormalidades numericas e estruturais 
envolvendo os cromossomos 5, 7 e 14 


+: indica a preseruja adicional do respectivo cromossomo; t: transloca^ao; p: bra^o curto do cromossomo; q: 
braqo longo do cromossomo. 

Fonte: Adaptada de Campbell, 7 Hartmann e colaboradores, 8 Raimondi 13 e Good e Gascoyne. 14 










que os de alto grau mostram delegoes de 6q 
e I3q, alem da trissomia yq. Por sua vez, na 
leucemia prolinfocitica, a inversao do cromos- 
somo 14 e um achado frequente, sendo que a 
trissomia 8q e uma anormalidade secundaria 
tambem comum. A presenga adicional dos 
cromossomos 3, 7 e 21 e a ausencia de um cro- 
mossomo sexual sao anormalidades numeri- 
cas comuns em linfoma de celulas T adultas. 
Alteragoes estruturais incluem a presenga de 
translocagoes envolvendo I4q32 ou I4qn, e 
delegao de 6q. 

Logo apos a sua descrigao morfologica ini¬ 
tial, o linfoma de grandes celulas anaplasicas 
foi caracterizado pela presenga da transloca- 
gao t(2;5) (45% dos casos). Este rearranjo leva 
a fusao genica NPM-ALK no cromossomo de- 
rivado 5. Em relagao ao linfoma do tipo ente- 
ropatico, um linfoma de celulas T extranodal 
caracterizado por celulas que adquirem o fe- 
notipo de celulas T intestinais intraepiteliais, 
o ganho de 9q tern sido a anormalidade mais 
identificada (58% dos casos). A Tabela 25.5 
lista as principals anormalidades citogeneti- 
cas observadas em subtipos especificos de lin- 
fomas de celulas T. 7 ’ 8 ’ 14 


Linfoma de celulas natural killer 

Existem poucos grandes estudos avaliando 
as caracteristicas citogeneticas de linfomas 
originarios de celulas NK. Anormalidades tern 
sido descritas; contudo, nenhuma delas pare- 
ce ser caracteristica ou mesmo recorrente. 7 

Linfoma de Hodgkin 

As celulas de Hodgkin e Reed-Sternberg 
(HRS) sao consideradas as celulas neopla- 
sicas do LH. Contudo, elas sao uma minoria 
em numero, com varias celulas reativas cir- 
cundantes. Assim, a escassez de celulas ne- 
oplasicas HRS e a abundancia daquelas nao 
tumorais tern dificultado em muito a analise 
citogenetica desta neoplasia. 1 ’ 6 ’ 15 Atualmente, 
varias anormalidades citogeneticas clonais 
tern sido identificadas (ate cerca de 60% dos 
linfonodos analisados de pacientes com LH 
apresentam alteragoes), embora, no geral, 
nenhuma delas seja especifica. Isto inclui: 
anormalidades estruturais envolvendo 4q, 
6q, I2q e I3p. 7 
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TABELA 25.4 

Translocagoes observadas em linfomas de celulas B, com os respectivos genes envolvidos 
e fenotipos relacionados, demonstrando, em geral, o envolvimento de um gene de 
imunoglobulina ( IGH, IGL e IGK) e de um proto-oncogene 


Translocagao 

Genes envolvidos 

Fenotipo 

t(8; 14)(q24;q32) 

MYC/IGH 

LB; LDGCB; LF; LCM 

t(8;22)(q24;q11) 

MYC/IGL 

LB; LDGCB; LF 

t(2;8)(p 12;q24) 

IGK/MYC 

LB; LDGCB; LF 

t(14;18)(q32;q21) 

IGH/BCL2 

LF; LDGCB 

IGH/MALT1 

LCBZM MALT 


t(3;14)(q27;q32) 

BCL6/IGH 

LDGCB 

t(3;22)(q27;q11) 

BCL6/IGL 

LDGCB 

t(2; 18)(p12;q21) 

IGK/BCL2 

LF 

t(18;22)(q21 ;q 11) 

BCL2/IGL 

LF 

t(11; 18)(q21 ;q21) 

AP12/MALT 1 

LCBZM MALT 

t(11; 14)(q 13;q32) 

CCND1/IGH 

LCM 


LB: linfoma de Burkitt; LDGCB: linfoma difuso de grandes celulas B; LF: linfoma folicular; LCM: linfoma de celulas 
do manto; LCBZM MALT: linfoma de celulas B de zona marginal extralinfonodal do tecido linfoide associado a 
mucosa. 

Fonte: Adaptada de Campbell, 7 Hartmann e colaboradores, 8 Raimond 13 e Good e Gascoyne. 14 
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Significado clinico 
e prognostico das 
anormalidades 
citogeneticas em linfomas 

As classificagoes citogenetica e molecular 
dos casos de linfoma provavelmente torna- 
rao mais uniforme o diagnostico e a habili- 
dade em predizer a resposta terapeutica e o 
prognostico. Estudos recentes tern possibi- 
litado a elucidagao dos mecanismos patoge- 
neticos subjacentes, revelando a diferente 
biologia dos subtipos da doenga. Alem disso, 
a elucidagao destas vias bioquimicas envolvi- 
das na transformagao ira, indubitavelmente, 
influenciar nas estrategias futuras de trata- 
mento. 16 

A sobrevida de pacientes diagnosticados 
com LNH tern melhorado de forma marcante 
desde a decada de 1990. Atualmente, estima- 
-se que nos Estados Unidos a sobrevida em 
cinco anos seja de cerca de 70%. Esta melhora 
pode ser atribuida em parte a introdugao de 
novos tratamentos, tal como a adigao do ritu- 
ximab a quimioterapia de pacientes com lin¬ 
foma de grandes celulas B. Quanto ao LH, a 
aplicagao dos protocolos de tratamento atuais, 
envolvendo varios agentes quimioterapicos e/ 


ou radioterapia, tern levado a um indice de 
cura de ate 80 a 90%. Entretanto, uma parcela 
substancial dos pacientes com linfoma ainda 
nao e curada. Assim, e fundamental identifi- 
car estes individuos de forma que novas abor- 
dagens terapeuticas possam ser desenvolvidas 
e utilizadas. Entretanto, a heterogeneidade 
clinica e biologica dos linfomas permanece 
como um grande desafio. 6 ’ 9 

Fatores de risco ja bem estabelecidos e 
fundamental para a avaliagao do prognosti¬ 
co de pacientes com linfoma incluem idade, 
estagio do tumor, numero de locais extrano- 
dais acometidos pela doenga e nivel serico 
de desidrogenase latica. 5 Alguns marcadores 
citogeneticos tambem ja tern sido associados 
ao prognostico. No LF, a delegao de 17P, a pre- 
senga de um cromossomo 12 adicional e anor¬ 
malidades em 6q tern sido associadas a um 
prognostico adverso. Por sua vez, a detecgao 
da t(2;5)(p23;q35) em linfomas de grandes 
celulas anaplasicas e um importante marca- 
dor de melhor prognostico. 9 ’ 13 

Apesar disso, ate o momento, muitas das 
alteragoes citogeneticas detectadas em linfo¬ 
mas apresentam um significado mais diagnos¬ 
tic© do que propriamente prognostico, como 
acontece com a t(i4;i8)(q32;q2i) no LF e a 
t(n;i4)(qi3;q32) no LCM. Assim, o prognos¬ 
tico de algumas das anormalidades recorren- 


TABELA 25.5 

Alteragoes citogeneticas observadas em linfomas de celulas T 


Subtipo 

Anormalidades citogeneticas 

Leucemia prolinfocitica de celulas T 

Inversao do cromossomo 14; trissomia 8q 

Linfoma de celulas T/NK extranodal, do tipo 
nasal 

Ganhos de 2q, 15q : 17q e 22q; perdas de 6q ; 

8p, 11 q, 12q e 13q 

Linfoma de celulas T do tipo enteropatico 

Ganho de 9q 

Micose fungoide/sindrome de Sezary 

Delegao de 6q e 13q; trissomia 13q 

Linfoma cutaneo primario de grandes celulas 
anaplasicas 

t(2;5) 

Linfoma de celulas T angioimunoblastico 

+3, +5, +21 e +X, ganhos de 5q e 3q 

Linfoma de celulas T periferico, nao 
especificado 

Ganhos de 7q22-q31, 1 q, 3p, 5p e 8q24-qter; 
perdas de 6q22-q24 e 10p13-pter 

Linfoma de grandes celulas anaplasicas 

t(2;5) e variantes 


+: indica a preseruja adicional do respectivo cromossomo; t: transloca^ao; p: bra^o curto do cromossomo; q: 
braqo longo do cromossomo. 

Fonte: Campbell, 7 Hartmann e colaboradores 8 e Good e Gascoyne. 14 










tes ainda e incerto devido a diversidade dos 
resultados obtidos pelos estudos. 9 

Hoje em dia, novas tecnicas, como a CGH, 
tem permitido a analise mais detalhada de 
alteragoes genomicas associadas a diferentes 


subtipos de linfomas. Estudos futuros possi- 
velmente demonstrarao o real papel destes 
achados citogeneticos, tanto para a compre- 
ensao da etiologia dos linfomas como para a 
determinagao do seu prognostico e o desen- 
volvimento de novas terapias. 
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Capitulo 26 


Silvia Toledo 


Citogenetica de 
tumores solidos 


Introdu^ao 

A citogenetica teve um grande impacto em 
diversos aspectos das ciencias basica e me- 
dica, incluindo a genetica clinica e de, forma 
muito importante, a hematologia e a patolo- 
gia. Ha aproximadamente cem anos foram 
descritas alteragoes do faso mitotico e da di- 
visao celular em neoplasias humanas, mas os 
primeiros estudos cromossomicos so aconte- 
ceram na decada de i960 com o desenvolvi- 
mento de metodologias que possibilitaram o 
cultivo e a interrupgao das celulas mitoticas, 
permitindo, assim, as primeiras observagoes 
das alteragoes cariotipicas presentes nas celu¬ 
las neoplasicas. No entanto, somente no inicio 
dos anos de 1970 e que comegou a ocorrer um 
refinamento dos estudos cromossomicos, com 
o desenvolvimento das metodologias de ban- 
deamento cromossomico (bandas Q, G e R), o 
que permitiu realmente que os cromossomos 
envolvidos nessas alteragoes fossem identifi- 
cados e, mais do que isso, que as alteragoes 
estruturais tivessem seus pontos de quebra 
revelados com precisao. Todos esses eventos 
permitiram que fossem investigadas as corre- 
lagoes entre cariotipo e fenotipo de um grande 
numero de doengas, incluindo as neoplasias. 

Durante varios anos, a citogenetica das ne¬ 
oplasias desenvolveu-se quase que exclusiva- 
mente relacionada as doengas hematologicas, 
muito porque o acesso ao material de estudo 
e o tipo de preparo para a analise citogenetica 
sao mais acessiveis nas neoplasias do siste- 
ma hematopoietico, as leucemias. O primeiro 
exemplo de alteragao citogenetica identificada 
em neoplasias foi o cromossomo Philadelphia 


(Ph), descrito a partir de estudos de celulas de 
leucemia mieloide cronica com posterior refi¬ 
namento de seu ponto de quebra e a identifi- 
cagao dos cromossomos envolvidos nessa alte¬ 
ragao estrutural, quando foram desenvolvidas 
as tecnicas de bandeamento cromossomico. 

A citogenetica dos tumores solidos so co¬ 
megou a se desenvolver nos anos de 1980 
em estudos com neoplasias de partes moles. 
Paralelamente a evolugao da citogenetica dos 
tumores solidos, nessa epoca, comegou a se de¬ 
senvolver a genetica molecular, o que permitiu 
que rapidamente, norteados pelas alteragoes 
cromossomicas recorrentes nessas neoplasias, 
fossem identificados loci cromossomicos e, a 
partir dai, genes envolvidos na genese desses 
tumores. Entretanto, vale ressaltar que o en- 
tendimento dos eventos moleculares envolvi¬ 
dos na iniciagao e na progressao dos tumores 
algumas vezes nao e possivel a partir desses 
estudos, resultado da associagao dessas alte¬ 
ragoes citogeneticas recorrentes com eventos 
cromossomicos secundarios que refletem um 
fenomeno presente em um grande numero de 
neoplasias, que e a instabilidade cromossomi- 
ca, muitas vezes dificultando o entendimento 
do que e causa ou consequencia no processo 
de carcinogenese. 

As informagoes citogeneticas acumuladas 
nesses anos de estudo permitiram a identifi- 
cagao de um grande numero de genes envol¬ 
vidos nos processos de oncogenese em geral. 
Os rearranjos cromossomicos sao associados 
com ativagao de oncogenes, perda de fungao 
de genes supressores de tumor e indugao de 
resistencia a drogas. As alteragoes adquiri- 
das e clonais especificamente associadas com 
subtipos patologicos de neoplasias malignas e 





doengas pre-malignas tern um impacto prog¬ 
nostic© claro e sao usadas orientando diversas 
vezes a escolha do tratamento, a estratificagao 
de pacientes e a investigagao de doenga resi¬ 
dual minima. 


Instabilidade 
cromossomica e cancer 

A instabilidade cromossomica evidenciada 
por perdas e ganhos cromossomicos ocorre na 
grande maioria dos tumores solidos de adulto, 
enquanto a instabilidade como resultado de 
alteragoes nos mecanismos de reparo e rara. 
Dessa forma, as alteragoes cromossomicas 
numericas, denominadas aneuploidias, sao 
reconhecidas como as alteragoes geneticas 
mais prevalentes nesses tumores. 

As celulas em divisao dependem da dupli¬ 
cagao do centrossomo, regiao da celula que 
constitui o centro da atividade da divisao ce- 
lular. Quando as celulas sao ineficientes em 
coordenar a duplicagao do centrossomo com 
a replicagao do DNA, e inevitavel a ocorrencia 
de alteragao da ploidia, e a formagao de fuso 
monopolar ou multipolar levara a segregagao 
anormal dos cromossomos. Alem disso, erros 
no ciclo de duplicagao do centrossomo sao 
uma importante causa de aneuploidia e po- 
dem contribuir para o processo tumoral. Uma 
evidencia disso e a descrigao de centrossomos 
supranumerarios em quase todos os tumores 
humanos, apontando a aneuploidia como um 
evento de mutagao cromossomica que con- 
tribui para a transformagao e a progressao 
tumoral. Em carcinoma gastrico e carcinoma 
papilifero de tireoide, a ocorrencia de aneu¬ 
ploidia e um indicador de metastase; em adi- 
gao, algumas aneuploidias sao frequentes em 
tipos especificos de tumor, como a trissomia 
17 em carcinoma papilifero renal e a trissomia 
8 em tumor mesoblastico renal. 

Um argumento favoravel ao envolvimen- 
to da instabilidade cromossomica na trans¬ 
formagao maligna e que a aneuploidia e um 
evento mutacional cromossomico dinamico 
associado a elevada taxa de instabilidade. A li- 
teratura propoe que a taxa de perdas e ganhos 
cromossomicos e proporcional ao grau de 
aneuploidia preexistente nas celulas transfor- 
madas. Assim, a aneuploidia desestabilizaria 


o cariotipo, alterando o fenotipo e levando a 
progressao do tumor. 


Citogenetica classica: 
arte dentro da ciencia 

O sucesso na obtengao de cromossomos 
a partir de amostras tumorais depende de 
diversos pontos, uma vez que a manutengao 
da viabilidade das celulas e o aspecto essen- 
cial para o estabelecimento da culture celular. 
Assim, alguns aspectos criticos desse processo 
incluem coleta do material em meio de cultu¬ 
re, transporte rapido para o laboratorio onde 
o material sera processado e processamento e 
manutengao adequados. 

As formas de cultivo, o meio de culture uti- 
lizado, o tempo de crescimento, o momento e 
o tempo de exposigao ao inibidor mitotico e 
a forma de preparagao citologica das celulas 
para analise variam de um tumor para outro. 
Em geral, as celulas tumorais permanecem 
em culture por mais de uma semana ate que 
o componente tumoral aumente seu potencial 
de crescimento, o que depende diretamente 
do tamanho da amostra coletada. Como os tu¬ 
mores sao heterogeneos quanto a informagao 
genetica das celulas que os constituent, quan¬ 
to maior o fragmento tumoral coletado, maior 
sera a representatividade das celulas tumorais 
em culture, minimizando assim a presenga 
de celulas necroticas e dos componentes nao 
neoplasicos. Tumores de alto grau podem ser 
submetidos a preparagao direta para obtengao 
de celulas metafasicas. Esses tumores muitas 
vezes nao crescem em culture, mas tambem 
so produzem metafases por processamento e 
preparagao citologica direta, sem cultivo se o 
tempo entre a coleta e o processamento nao 
exceder uma hora. 

Podemos observar que a citogenetica clas¬ 
sica envolve procedimentos laboriosos, alem 
da necessidade de analise por um tecnico com 
experiencia em estudos de neoplasias. No en- 
tanto, o estudo cariotipico permite uma visao 
geral de organizagao do genoma, alem de re¬ 
velar novos mecanismos associados a altera¬ 
goes clonais e marcadoras de determinados 
tipos de tumores. Um exemplo interessante 
de identificagao desses mecanismos e a obser- 
vagao de pequenos marcadores, denominada 
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amplificagao genica, um mecanismo exclusi- 
vo de celulas tumorais em humanos (Figura 
26 . 1 ). Essas sequencias sao assim chamadas 
pois, ao microscopic), podemos observar di- 
versos marcadores, denominados amplicons, 
que sao sequencias cromossomicas que in- 
cluem um determinado gene. Dessa forma, 
nessas celulas o numero de copias desse gene 
aumenta, em muitos casos, mais de 100 vezes, 
podendo assim resultar em uma maior quan- 
tidade de seu produto final. Como na maioria 
das vezes esses amplicons incluem oncogenes, 
a contribuigao para o fenotipo maligno e, por- 
tanto, para a progressao tumoral e evidente. 

Em cancer de mama, o oncogene ERBB2/ 
HER2/NEU , receptor de fator de crescimento 
de epiderme, pode estar amplificado e, como 
resultado, a celula disponibiliza maior quan- 
tidade de receptor de fator de crescimento de 
epiderme. Aproximadamente 20 a 30% dos 
canceres de mama superexpressam ERBB2/ 
HER2/NEU , resultado de amplificagao, o que 
confere maior agressividade desses tumores e 
aumento do risco de recorrencia em compara- 
gao com os tumores sem amplificagao. 

Outro exemplo muito interessante e a am¬ 
plificagao nao de um oncogene tipico, como 
descrito anteriormente, mas de um gene hi- 
brido resultante de uma translocagao genica 
marcadora do rabidomiossarcoma alveolar. 
Nesse tumor, a t(i;i3)(p36;qi4) origina um 
rearranjo genico entre o gene PAXy localizado 
em ip36 e o gene FKHR localizado em I3qi4 
- esse novo gene resultado da fusao tern fun- 


gao oncogenica. O mecanismo fisico atraves 
do qual regioes especificas de translocagao so- 
frem amplificagao nao e conhecido, mas o re¬ 
sultado biologico e claro. Nas celulas desse tu¬ 
mor, frequentemente se observa amplificagao 
do gene hfbrido PAXy/FKH. Esse mecanismo 
sugere que as celulas podem nao ser toleran- 
tes a amplificagao do cromossomo translocado 
inteiro, mas toleram muito bem a amplifica¬ 
gao do rearranjo produto dessa translocagao, 
por conferir uma vantagem oncogenica para 
as celulas onde esse evento ocorre. 

Em meduloblastoma/PNET, tumor em- 
brionario mais frequente da infancia, em 
50% dos casos e observado um isocromosso- 
mo do brago longo do cromossomo 17 (ii7q). 
A investigagao desse marcador cromossomi- 
co nas celulas tumorais e um indicativo de 
pior prognostico. Essa observagao tern pos- 
sibilitado uma vasta exploragao e um aumen¬ 
to do entendimento dos genes localizados 
no cromossomo 17 e seu envolvimento com 
os diversos processos tumorais, nao so o do 
meduloblastoma/PNET. Um exemplo sao os 
estudos relacionados com o gene TP53, prin- 
cipalmente no que diz respeito a sua intera- 
gao com o restante do genoma do cromosso¬ 
mo 17. 

As alteragoes cromossomicas estruturais 
observadas em tumores originam uma rees- 
truturagao aberrante do genoma. As translo- 
cagoes equilibradas, onde nao ha perda ou ga- 
nho de material cromossomico, podem alterar 
a quantidade de produto final de um determi- 
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Figura 26.1 

Metafase tumoral evi- 
denciando amplificagao 
cromossomica extra- 
-cromossomica (tres 
desses minusculos duplos 
estao indicados pelas 
setas). 



nado gene, principalmente quando o ponto de 
quebra molecular envolve a regiao promotora 
do gene. Essas translocagoes tambem podem 
dar origem a genes hibridos, bem como alte- 
rar a fungao de um gene por disrupgao direta 
de sua sequencia codificante. Ate o momento, 
ja foram identificadas cerca de 358 fusoes ge- 
nicas em neoplasias humanas, e a maioria de- 
las e resultado de alteragoes cromossomicas 
equilibradas. Muitos genes ainda serao reco- 
nhecidos, pois algumas alteragoes apresen- 
tam grande heterogeneidade dos pontos de 
quebra, alem da multiplicidade de parceiros 
cromossomicos. 

A literatura tem demonstrado que existem 
loci genicos especificos relacionados com a 
heterogeneidade de pontos de quebra nos re- 
arranjos estruturais; no entanto, ainda nao 
se conhece o mecanismo molecular que atua 
controlando essas escolhas. O gene EWS, lo- 
calizado em 22qi2, e o gene mais envolvido 
em translocagoes associadas aos sarcomas 
(Tabela 26.1). Um exemplo sao os tumores 
da familia Ewing, que atualmente tem rece- 
bido essa designagao por apresentarem em 
aproximadamente 85% dos tumores uma 
translocagao especifica, t(n;22)(q24;qi2), en- 
volvendo os genes FLIi em nq24 e EWS em 
22qi2. 

Reconhecemos que existem muitas dife- 
rengas entre o genoma das celulas tumorais e 
suas contrapartidas normais, e muitas dessas 
diferengas sao evidenciadas atraves do cari- 
otipo das celulas tumorais. Sao tantas as al¬ 
teragoes ja identificadas que seria impossivel 
descrever cada uma delas em um unico livro; 
assim, selecionamos para apresentarmos aqui 
somente algumas (Tabela 26.2) e sugerimos 
a consulta do site Cancer Genome Anatomy 
Project , 1 que objetiva catalogar alteragoes cro¬ 


mossomicas, bem como sua relagao com ca- 
racteristicas tumorais, com base em casos in- 
dividualmente descritos ou associagoes, para a 
investigagao ou o conhecimento de um maior 
numero desses rearranjos. Todas as informa- 
goes apresentadas no site sao selecionadas da 
literatura por tres pesquisadores historicos da 
citogenetica do cancer: Felix Mitelman, Bertil 
Johansson e Fredrik Mertens. 


Citogenetica molecular: 
estrategias tecnicas 
fundamentals para o avan^o 
da citogenetica tumoral 

A citogenetica classica requer uma alta 
taxa de divisao celular e boa morfologia cro- 
mossomica que permitam a distingao entre 
eventos criticos e irrelevantes, o que em tu¬ 
mores solidos representa um desafio. Varias 
metodologias alternativas ao bandeamento 
cromossomico classico surgiram durante as 
ultimas decadas e tem permitido a identifica- 
gao de alteragoes especificas, principalmente 
relacionadas a rearranjos complexos e ao re- 
finamento da citogenetica classica. Essa nova 
area que combina a especificidade, resultado 
da utilizagao de sequencias especificas de- 
nominadas sondas, com a possibilidade de 
identificagao dessas sequencias, atraves da 
formagao de hibridos tanto em cromossomos 
metafasicos quanto em nucleos interfasicos, e 
denominada citogenetica molecular. 

A tecnica central da citogenetica molecu¬ 
lar e a hibridizagao in situ por fluorescencia 
(FISH), que possibilita a hibridizagao, a de- 
tecgao e a localizagao de sequencias de acidos 
nucleicos marcados com fluorescencia em 
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TABELA 26.1 

Alteragoes cromossomicas envolvendo o gene EWS 


Tipo de tumor 

Alteragao cromossomica 

Genes envolvidos 

Sarcoma de celulas claras 

t(12;22)(q 13; q 12) 

ATF1/EWS 

Familia Ewing de tumores 

t(11 ;22)(q24;q12) 
t(21 ;22)(q22;q12) 
t(7;22)(p22;q12) 

FLII/EWS 

ERG/EWS 

ETV1/EWS 

Condrossarcoma mixoide extra esqueletico 

t(9;22)(q22;q12) 

CHN ou TEC/EWS 

Tumor desmoplasico de celulas redondas 

t(11 ;22)(p13;q12) 

EWS/WT1 
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cromossomos, celulas e cortes de tecidos. Essa 
estrategia amplia em muito a abrangencia da 
citogenetica na investigate) dos tumores so- 
lidos e reduz o tempo de preparo e analise do 
material, algumas vezes, para poucas horas. 
As sondas mais utilizadas nas investigates 
sao de DNA de estruturas cromossomicas es- 
pecificas, como sondas centromericas e telo- 
mericas; sondas de sequencia especifica, como 
sonda de um gene de copia unica, ou ainda 
sondas de pintura cromossomica que cobrem 
completamente um determinado cromosso- 
mo. Apos a hibridizagao, o numero de copias e 
a localizagao dessas sequencias sao reconheci- 
dos atraves de um microscopic) de fluorescen- 
cia. A FISH tern permitido a identificagao es¬ 
pecifica do ponto de quebra de translocagoes 
presentes em tumores solidos pela utilizagao 
de sondas de sequencias proximais mapeadas 
ao redor de um ponto de quebra cromosso- 
mico, marcado com um fluorocromo, e son¬ 
das de sequencias distais mapeadas ao redor 
do outro ponto de quebra, marcado com um 
fluorocromo diferente. O nucleo positivo para 
a translocagao apresentara um sinal duplo re- 
sultado da fusao, representando o cromosso- 
mo derivado da translocagao e dois sinais de 
cores diferentes evidenciando os dois alelos 
normais. 

A FISH completa a informagao da cito¬ 
genetica classica. Em casos de amplificagao 
genica, a utilizagao de sonda gene-especifica 
permite identificar o gene, o numero de co¬ 
pias por celulas e a forma de amplificagao, 


extracromossomica, como pequenos mar- 
cadores chamados de minusculos duplos, 
ou intracromossomica, onde os minusculos 
duplos se agrupam e se reintegram em uma 
regiao cromossomica, formando as chamadas 
regioes homogeneamente coradas. Em neuro¬ 
blastoma e cancer de mama, a amplificagao do 
gene MYCN e ERBB2/HER2/NEU, respecti- 
vamente, classifica os tumores de pior prog¬ 
nostic©. Em cancer de mama, a identificagao 
da amplificagao de ERBB2/HER2/NEU sele- 
ciona as pacientes que podem ser beneficiadas 
com uma droga especifica que tern como alvo 
o produto desse gene. 

A partir dessa metodologia, varias outras 
tecnicas foram desenvolvidas com base na 
cinetica de hibridizagao e na possibilidade 
de acesso e analise atraves de softwares es- 
pecificos. Essas tecnicas sao principalmente 
FISH-multiplex (M-FISH), cariotipo espectral 
(SKY) e hibridizagao genomica comparativa 
(CGH). M-FISH e SKY sao tecnicas similares, 
com base em esquema de combinagao de cin- 
co fluorocromos para marcar sondas de pintu¬ 
ra cromossomica para todos os 24 cromosso¬ 
mos humanos. Essas metodologias permitem 
a identificagao de rearranjos cromossomicos 
complexos e/ou cripticos impossiveis de se- 
rem identificados com as tecnicas classicas 
de bandeamento. Nos estudos de tumores so¬ 
lidos, essas estrategias aumentaram muito o 
direcionamento de investigagoes moleculares 
especificas e da utilizagao da FISH na valida- 
gao dos achados. 


TABELA 26.2 

Alteracoes cromossomicas presentes em tumores solidos 


Tipo de tumor 

Alteragao cromossomica 

Genes envolvidos 

Rabdomiossarcoma alveolar 

t(2; 13)(q35;q14) 

PAX3/FKHR 


t(1; 13)(p36;q14) 

PAX7/FKHR 

Ependimoma 

-22 


Adenoma folicular de tireoide 

+5, +12. t(2;3)(q 12-13;p 14-15) 


Lipoma atipico 

+12q15-q24 

HGMIC 

Lipoma mixoide 

t(12;16)(q13;p11) 

CHOP,TLS/FUS 

Carcinoma papilar de tireoide 

inv(10)(q11.2q21) 
t(10;17)(q11.2;q23) 

RET 

Meduloblastoma 

i(17p) 


Sarcoma sinovial 

t(X;18)(p11.2;q11.2) 

SSX1/SSX2,SYT 

Tumor de Wilms 

del(11)(p13-15) 

WT1 











A CGH possibilita a visualizagao de ganhos 
e perdas cromossomicas a partir de metafases 
normais, com a grande vantagem de nao ne- 
cessitar de cultura de celulas tumorais. Nessa 
metodologia, amplamente utilizada em inves- 
tigagao de tumores solidos, o DNA do geno- 
ma tumoral e marcado com um fluorocromo, 
e uma amostra de DNA genomico de celulas 
normais e marcada com outro fluorocromo. 
Quantidades iguais de cada um dos DNAs, 
tumoral e referenda, sao coprecipitadas com 
DNA rico em repetigoes (Cot-1 DNA), para 
bloqueio das sequencias repetitivas, e e essa 
sonda que ira hibridizar com metafases nor¬ 
mais imobilizadas em uma lamina. Regioes 
representadas tanto no DNA tumoral quanto 
no DNA referenda apresentarao fluorescen- 
cia balanceada dos dois fluorocromos, en- 
quanto regioes deletadas no DNA tumoral so 
apresentarao a cor da fluorescencia do DNA 
normal, e regioes de ganho no DNA tumo¬ 
ral apresentarao uma maior representagao 
da fluorescencia do DNA tumoral. A CGH e 


uma metodologia que possibilita uma visao 
geral do genoma, permitindo a identificagao 
de oncogenes e de genes supressores de tu¬ 
mor envolvidos na iniciagao e na progressao 
dos tumores solidos, orientando uma anali- 
se mais detalhada de regioes cromossomicas 
espedficas. Esse detalhamento muitas vezes 
e feito por uma variante da CGH cromosso- 
mica, a CGH array, que tria regioes cromos- 
somicos fornecendo detalhes moleculares, 
aproximando ainda mais a citogenetica da 
genetica molecular. 

O progresso observado na citogenetica dos 
tumores solidos foi acelerado a partir do de- 
senvolvimento das tecnicas de citogenetica 
molecular. A possibilidade de investigar nu- 
cleos interfasicos pela FISH possibilitou uma 
aproximagao entre a ciencia basica e a pratica 
clinica, orientando o diagnostico e a detecgao 
precoce, a determinagao prognostica, a orien- 
tagao terapeutica e o monitoramento clinico 
de um numero cada vez mais significante de 
neoplasias. 
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Sindromes de 

microdele^ao cromossomica 


Introdu^ao 

Sindromes de microdelegao sao um grupo 
de patologias clinicamente reconheciveis, ca- 
racterizadas por uma delegao de um segmento 
cromossomico. A regiao cromossomica com a 
delegao apresenta, em geral, menos de 5 Mb, 
podendo conter multiplos genes que contri- 
buem independentemente para o fenotipo. 1 
As alteragoes geneticas frequentemente nao 
sao detectadas pelo cariotipo com resolugao 
de rotina (500 bandas). Para tanto, e neces- 
saria a aplicagao de tecnicas de citogenetica 
molecular como a hibridizagao in situ por flu- 
orescencia (FISH). Recentemente, o uso de 
hibridizagao genomica comparativa (CGH) 
tern possibilitado a identificagao de novas al¬ 
teragoes citogeneticas. 2 


Mecanismos de microdelegao 
cromossomica 

As sindromes de microdelegao ocorrem, 
geralmente, como resultado de recombinagao 
homologa nao alelica devido a caracteristicas 
proprias do genoma. Sao frequentes, no geno- 
ma humano, repetigoes de pequeno numero 
de copias (LCRs, de low-copy repeats ). Estas 
regioes repetitivas permitem um pareamento 
anormal na meiose, levando a delegao ou a du- 
plicagao de determinado segmento cromosso¬ 
mico. Este mecanismo e em geral esporadico, 
isto e, nao herdado dos pais, levando a baixo 
risco de recorrencia. 3 


Sindromes de microdelegao 

As caracteristicas clinicas sao resultados 
da haploinsuficiencia de alelos especificos 
contidos no intervalo critico deletado. Varias 
sindromes, com padroes dismorficos reconhe- 
cidos clinicamente, ja foram descritas, estan- 
do listadas na Tabela 2 7.1 . 4 

Smdrome de Prader-Willi 

A smdrome de Prader-Willi (SPW) e uma 
patologia comum com prevalencia de 1 a cada 
15.000 a 30.000 recem-nascidos. Ela apresen¬ 
ta um padrao clinico reconhecido com carac¬ 
teristicas dismorficas associadas a deficiencia 
mental e alteragao de comportamento. 5 

Os individuos afetados apresentam hipo- 
tonia na infancia com dificuldade de alimen- 
tagao, que evolui para hiperfagia e obesidade 
morbida em torno de 1 a 4 anos de idade. Eles 
apresentam, ainda, baixa estatura, hipogo- 
nadismo e alteragao do comportamento, 
podendo tambem desenvolver disturbio do 
sono, incluindo apneia central e obstrutiva. 
A mortalidade esta diretamente relacionada 
a alteragoes secundarias da obesidade como 
problemas cardiovasculares e respiratorios. 

A SPW ocorre em 70% dos casos devido a 
delegao na regiao I5qn.2-qi3 no cromossomo 
de origem paterna. Dissomia uniparental ma- 
terna (isto e, a presenga de dois cromossomos 
15 de origem materna sem contribuigao pater¬ 
na) e responsavel por 20 a 30% dos casos de 







SPW. Somente 2 a 5% dos casos ocorrem por 
mutagoes no centro de impressao genica (im¬ 
printing). 

O teste diagnostico mais comumente usado 
para o diagnostico de SPW e o de metilagao no 
locus SNRPN cuja regiao promotora e nao me- 
tilada no alelo de origem paterna e metilada no 
alelo de origem materna. Individuos normais 
apresentam os dois tipos de alelos, um metila- 
do e outro nao metilado. Individuos com SPW 
apresentam somente alelos metilados de ori¬ 
gem materna. 5 

Smdrome de Angelman 

A smdrome de Angelman (SA) e caracteri- 
zada por deficiencia mental grave associada a 
ausencia de fala, risos inapropriados, micro- 
cefalia, macrostomia, hipoplasia maxilar e cri¬ 
ses convulsivas. A incidencia e estimada em 1 
a cada 10.000 a 20.000 individuos. 

A SA ocorre por alteragoes na regiao I5qn- 
qi3. Em 60 a 75% dos casos, ocorre por de¬ 
legao nesta regiao no cromossomo de origem 


materna. Em 2 a 5 % dos casos, a SA ocorre 
por dissomia uniparental paterna, em 2 a 5% 
por mutagoes no centro de imprinting , e em 
10% por mutagoes no gene UBE3A. 6 

Smdrome velo-cardio facial 

A smdrome velo-cardio facial (SVCF) 
apresenta uma incidencia de 1 a cada 2.000 
a 7.000 recem-nascidos. Ela ocorre por de¬ 
legao do cromossomo 22 na banda qn.2. 
Aproximadamente 90% dos casos apresentam 
delegao de 3 Mb com pontos de quebra identi- 
cos tanto na regiao proximal quanto na regiao 
terminal. Menos de 10% dos casos apresentam 
uma delegao menor que 1,5 Mb cujo ponto de 
quebra e o mesmo da delegao mais comum 
na regiao proximal. Raros casos apresentam 
delegoes atipicas. Nao foram descritas, ate o 
momento, diferengas entre as manifestagoes 
clinicas nos diferentes tamanhos de delegao. 

A SVCF apresenta um amplo espectro cli- 
nico, incluindo deficiencia mental, alteragoes 
imunologicas, face tipica e anomalias cardia- 
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TABELA 27.1 

Principais sindromes de microdelegao 


Smdrome 

Caracteristicas fenotfpicas 

Localizagao citogenetica 

Prader-Willi 

Hipotonia, hiperfagia, obesidade, baixa estatura, 
maos e pes pequenos, retardo mental 

15q11-q13 

Angelman 

Hipotonia, microcefalia, marcha ataxica, risos 
imotivados, crises convulsivas, retardo mental 

15q11-q13 

Miller-Dieker 

Lisencefalia, face dismorfica 

17p13.3 

Velo-cardio 

facial 

Face caracteristica, fissura palatal, hipoplasia de 
timo, hipocalcemia, defeitos cardiacos 

22q11 

Langer-Giedion 

Cabelos esparsos, nariz bulboso, epifises em 
forma de cone, exostose multipla, retardo mental 

8q24.1 

WAGR 

Aniridia, tumor de Wilms, displasia geniturinaria, 
retardo mental 

11 pi 3 

Smith-Magenis 

Face caracteristica, alteragao de comportamento, 
comportamento autodestrutivo, neuropatia, 
retardo mental 

17p11.2 

Williams 

Face caracteristica, hipercalcemia, defeitos 
cardiacos, personalidade agregadora, 
envelhecimento precoce da pele, retardo mental 

7q11.23 

Delegao 1p36 

Hipotonia, atraso do desenvolvimento, dificuldade 
de ganho pondero-estatural, dismorfias faciais, 
malformagoes cardiacas menores 

1p36 
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cas. Cerca de 70% dos pacientes apresentam 
anomalias cardiacas congenitas, sendo uma 
alta percentagem devido a anomalias cono- 
truncais incluindo arco aortico interrupto tipo 
B e tetralogia de Fallot. As anomalias cardia¬ 
cas na SVCF ocorrem devido a hemizigose do 
gene TBXi. Anomalias de palato, como pala- 
to fendido submucoso, tambem sao comuns 
levando a hipernasalidade. Outras caracte- 
risticas frequentes sao anomalias oculares, 
anomalias de membros, meningomielocele, 
alem de anomalias anais, cerebrais e imuno- 
logicas. Pacientes com SVCF apresentam 25 
vezes maior chance de desenvolver problemas 
psiquiatricos. 7 

Smdrome de Smith-Magenis 

A smdrome de Smith-Magenis (SMS) apre- 
senta uma incidencia estimada de 1 a cada 
25.000 nascidos vivos, sendo causada pela 
delegao na regiao I7pn.2 levando a haploin- 
suficiencia do gene do acido retinoico indu- 
zido 1 ( RAIi ). Tal delegao causa um padrao 
consistente de caracteristicas fisicas, atraso 
de desenvolvimento e alteragoes de compor- 
tamento. 8 Os achados clinicos incluem face 
distinta, apresentando braquicefalia, fronte 
proeminente, sinofre, pregas epicanticas, base 
nasal alargada, orelhas displasicas, alteragoes 
dentarias e prognatismo. Alem disso, os in- 
dividuos frequentemente apresentam bra- 
quidactilia, neuropatia periferica, voz grave e 
rouca, surdez e sensibilidade a dor diminuida. 
Individuos com SMS tambem podem apre- 
sentar graus variaveis de deficiencia mental e 
geralmente apresentam atraso na fala. As ca¬ 
racteristicas mais reconheciveis e especificas 
da SMS sao os disturbios do sono e os proble¬ 
mas de comportamento, tais como balango da 
cabega, auto e heteroagressao, abragos em si 
mesmo, onicotilomania (arrancar unhas tanto 
das maos como dos pes) e poliembolocoiloma- 
nia (inserir objetos nos orificios corporais). 

O manejo clinico desses pacientes inclui te- 
rapias para os disturbios do sono, programas 
de estimulagao precoce, educagao especial, 
treinamento vocacional e abordagem multi- 
disciplinar para as manifestagoes sistemicas e 
comportamentais . 9 

Aproximadamente 90% dos casos de SMS 
sao causados por uma delegao detectavel por 


FISH (1,5 a 9 Mb), apresentando, em 70% 
dos casos, uma delegao comum de 3,7 Mb na 
regiao 17PH.2. Os 10% restantes dos casos 
de SMS sao causados por mutagoes no gene 
RAI1. 10 

Smdrome de Williams-Beuren 

A smdrome de Williams-Beuren (SWB) e 
um disturbio do desenvolvimento que afeta 1 
em 20.000 a 50.000 nascidos vivos. 11 

Ela e suspeitada em individuos com os se- 
guintes achados clinicos: doenga cardiovascu¬ 
lar como estenose aortica supravalvar (75% 
dos casos), arteriopatia e estenose pulmonar 
periferica na infancia; face distinta (estrei- 
tamento bitemporal, iris estrelada, nariz pe- 
queno, hipoplasia malar, filtro longo, labios 
grossos, boca larga, ma oclusao dentaria, lo- 
bos das orelhas proeminentes) e anormalida- 
des do tecido conjuntivo (voz rouca, hernias, 
diverticulo intestinal, limitagao ou frouxidao 
das articulagoes). 12 

Quanto ao aspecto psicossocial, os pacien¬ 
tes apresentam deficiencia mental em graus 
variaveis, personalidade agregadora, simpatia 
exagerada, deficit de atengao e ansiedade. 13 

Setenta por cento dos pacientes com SWB 
apresentam dificuldade de ganho pondero- 
-estatural. Na infancia, pode aparecer refluxo 
gastresofagico, constipagao e otites de repe- 
tigao. A presenga de hipercalcemia, hipoti- 
reoidismo, puberdade adiantada, porem nao 
precoce, e outras anormalidades endocrinolo- 
gicas e marcante. 14 

O manejo de pacientes com SWB deve com- 
preender programas de intervengao precoce, 
educagao especial e treinamento vocacional. 
Acompanhamento fonoterapico, psicoterapi- 
co e psiquiatrico, avaliagao cardiologica e en- 
docrinologica frequente, bem como prevengao 
de complicagoes secundarias. 

A SWB ocorre devido a delegao na regiao 
7qn.23 compreendendo 1,55 Mb em 95% dos 
individuos afetados e 1,84 Mb nos outros 5%. 
A delegao pode ser tanto de origem materna 
quanto paterna, sem diferengas clinicas entre 
elas. 15 

Varios genes presentes na regiao critica 
WBSCR (7qn.23) foram reconhecidos como 
associados a SWB. A sonda comercial de FISH 
mais comum cobre cerca de 180 kb da WBSCR 



deletada e inclui os genes ELN, LIMKi e o locus 
D7S613. Alem de FISH, pode ser usada a tecnica 
de reagao em cadeia da polimerase (PCR) quan- 
titativa em tempo real, que dosa o numero de 
copias de tres genes da WBSCR (ELN, LIMKi 
e GTF2I). Se for encontrada apenas uma copia 
de um dos genes, isso indica delegao na regiao 
critica. 16 

Na maioria das vezes, os pais de individuos 
com SWB nao sao afetados. Estudos recentes 
demonstraram que em aproximadamente 25 a 
30% dos casos a delegao se originou de recom- 
binagao desigual devido a inversao do cromos- 
somo 7 envolvendo a regiao 7qn.23 no cro- 
mossomo paterno ou materno. Cerca de 6 % da 
populagao geral tambem possui essa inversao, 
indicando, portanto, um polimorfismo. 15 ’ 17 
Alguns casos familiais ja foram descritos em 
pais clinicamente normais. 18 

Sindrome de Miller-Dieker 

A sindrome de Miller-Dieker e causada 
pela delegao da regiao 17PI3.3. Seu fenotipo 
consiste em lisencefalia, deficiencia mental e 
face caracteristica, incluindo fronte proemi- 
nente, estreitamento bitemporal, microcefa- 
lia, nariz pequeno com narinas antevertidas, 
labio superior protuberante e micrognatia. 19 

Ha relatos de casos autossomicos reces- 
sivos, porem a maioria apresenta a delegao 
comum. A regiao deletada 17PI3.3 abrange o 
gene responsavel pela lisencefalia (LS1). 20 A 
delegao da regiao 17PI3.3 pode ocorrer por 
diversos mecanismos, tais como recombi- 
nagao de uma translocagao balanceada pa¬ 
rental, inversao do cromossomo 17, cromos- 
somo 17 em anel ou uma delegao de novo. 
Aproximadamente 50% das delegoes sao de- 
tectadas por rotina citogenetica, mas FISH 
com sonda especifica para a regiao comum e o 
metodo de escolha para detectar ou confirmar 
tal microdelegao. 21 

Sindrome de Langer-Giedion 

A sindrome de Langer-Giedion (sindrome 
trico-rino-falangeal tipo II - TRPS II) e uma 
sindrome de genes contiguos envolvendo a 
delegao de pelo menos dois genes (TRPS I e 
EXT I) que sao responsaveis por duas doengas 
de carater autossomico dominante (sindrome 


trico-rino-falangeal tipo I, ou TRPS I, e exos- 
tose multipla), apresentando caracteristicas 
clinicas de ambas. O fenotipo consiste em 
atraso do desenvolvimento, cabelos esparsos, 
nariz bulboso, epifises das falanges em forma 
de cone e exostoses multiplas. 22 A microdele¬ 
gao de TRPS I, EXT I e outros genes causado- 
res de atraso do desenvolvimento, localizados 
na regiao 8q24.i, e responsavel pelas caracte¬ 
risticas dos pacientes. 23 

Em muitos casos, essa delegao pode ser de- 
tectada por analises de rotina ou de alta reso- 
lugao, porem a tecnica de escolha e a FISH. 

Associagao WAGR 

WAGR e um acronimo para tumor de Wilms, 
aniridia, displasia geniturinaria e retardo men¬ 
tal ou de crescimento. A causa de tal associagao 
e uma delegao no brago curto do cromossomo 
11 na regiao up 13. Pacientes com essa delegao 
apresentam ausencia de iris (aniridia) e atra¬ 
so do desenvolvimento neuropsicomotor 24 
Alguns individuos com cariotipo XY podem 
apresentar reversao sexual, com genitalia ex¬ 
terna fenotipicamente feminina. 25 E comum o 
desenvolvimento de tumor de Wilms, um tu¬ 
mor renal muito frequente na infancia. Como 
a associagao dessas caracteristicas e frequente, 
todas as criangas que apresentem tal delegao 
devem ser monitoradas quanto ao aparecimen- 
to de tumor de Wilms. 26 

A estrategia mais utilizada para evidenciar 
a delegao dessa regiao e a FISH. 27 

Delegao ip36 

Uma sindrome de microdelegao envolven¬ 
do a regiao IP36.3 tern sido reportada com 
aumento de frequencia ao longo dos ultimos 
anos, com prevalencia estimada de 1 em 5.000 
a 10.000 nascidos vivos. 28 Caracteristicas fe- 
notipicas dessa sindrome incluem hipotonia, 
atraso do desenvolvimento, retardo mental 
e de crescimento, microcefalia, obesidade, 
dismorfias craniofaciais (fontanelas amplas, 
ponte nasal baixa, hipoplasia de face media, 
fendas faciais) e malformagoes cardiacas. 29 
Muitas vezes, esses pacientes sao encaminha- 
dos por suspeita de SPW, devido a hipotonia e 
posterior obesidade. 
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Muitos pacientes sao diagnosticados por 
tecnicas citogeneticas convencionais, devido 
a uma banda escura e dupla, vista na regiao 
ip36. O diagnostico pode ser feito utilizando 
kits com sondas subtelomericas, porem FISH 
continua sendo o metodo de escolha. 


Aconselhamento genetico em 
smdromes de microdele^ao 

A maioria das microdelegoes nao e herdada, 
tratando-se de um evento esporadico. Nestes 
casos, nao ha necessidade de analise dos pais. 
O risco de recorrencia (ter outro filho afetado) 
e desprezivel na maioria dos casos, porem nao 
nulo em decorrencia de nao podermos descar- 
tar mosaicismo germinativo. 


Em casos de suspeita de alteragoes cro- 
mossomicas balanceadas, como inversoes ou 
translocagao cromossomica, que podem ter 
favorecido a microdelegao na prole, deve-se 
solicitar cariotipo para descartar estes rear- 
ranjos. Se um dos pais possuir um rearranjo 
cromossomico estrutural balanceado, o risco 
de ter novos filhos afetados e aumentado de 
acordo com a anomalia apresentada. 

Individuos portadores da sindrome tern 
um risco teorico de 50% de transmitir a alte- 
ragao cromossomica a seus descendentes. Um 
portador da delegao aparentemente nao afeta¬ 
do tambem tern 50% de chance de transmitir 
essa alteragao para seus filhos. 

Como ha uma regiao bem estabelecida rela- 
cionada a essas smdromes, ha possibilidade de 
diagnostico pre-natal e pre-implantacional. 
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Desenvolvimento 
das tecnicas de 
citogenetica molecular 

As tecnicas de citogenetica classica, base- 
adas em bandeamentos cromossomicos, per- 
mitem o diagnostico de alteragoes cromosso- 
micas estruturais com a identificagao de dele- 
goes, inversoes, insergoes, translocagoes e ou- 
tros rearranjos cromossomicos. No entanto, 
muitas aberragoes estruturais, como peque- 
nas delegoes e duplicagoes menores do que 3 
a 5 milhoes de pares de base (Mb), cromosso- 
mos marcadores e rearranjos cromossomicos 
complexos, nao sao possiveis de serem identi- 
ficadas ou bem caracterizadas. Alem disso, os 
procedimentos citogeneticos classicos neces- 
sitam de cromossomos em metafase, estando 
limitados a certas celulas e tecidos. 

No final da decada de 1980, a citogenetica 
foi muito beneficiada com a incorporagao da 
tecnica de FISH. Essa tecnica se fundamenta 
nos estudos pioneiros de Pardue e Gall 1 para 
a identificagao dos genes de RNAr em cortes 
histologicos de tecidos de Xenopus , os quais 
utilizavam marcagao radioativa para a detec- 
gao de hibridos de RNA-DNA marcados radio- 
ativamente. As tecnicas utilizando hibridos 
DNA-DNA usando preparagoes cromossomi- 
cas logo se seguiram, mas a abordagem inicial 
permanece a mesma ate os nossos dias. 

Para evitar o uso de radioisotopos, Pinkel 
e colaboradores 2 desenvolveram um metodo 
utilizando fluorocromos para a detecgao das 
reagoes de hibridizagao in situ , tecnica que 
ficou conhecida como FISH, sigla em ingles 


para fluorescent in situ hybridization. Nessa 
tecnica, utilizam-se sondas especificas para 
certas regioes cromossomicas marcadas com 
fluorocromos. 

A hibridizagao pode ser realizada em cro¬ 
mossomos metafasicos, nucleos interfasicos, 
fibras cromossomicas estendidas ou, mais 
recentemente, em microarranjos ( arrays ) de 
DNA. Amostras de diferentes origens podem 
ser analisadas: amostras pos-natal (de san- 
gue, pele, medula ossea, linfonodos e tumo- 
res solidos, entre outras), amostras pre-natal 
(de vilosidades corionicas, liquido amniotico 
ou sangue fetal) e, ainda, de embrioes pre- 
-implantagao. 

Desde entao, a tecnica de FISH tern sido 
muito utilizada na citogenetica, pois represen- 
ta um metodo rapido, confiavel e preciso para 
o diagnostico cromossomico. 


Principio da tecnica 

FISH e um procedimento citoquimico que 
permite verificar e detectar sequencias de aci- 
dos nucleicos especificas em celulas metafa- 
sicas e interfasicas. 2 ’ 3 A tecnica e baseada na 
formagao de um hibrido entre sequencias de 
DNA ou regioes especificas presentes nas ce¬ 
lulas ou em cromossomos de preparagoes cito- 
logicas e sondas de DNA marcadas. O hibrido 
formado pode ser observado diretamente ao 
microscopio, ou apos uma marcagao imuno- 
citoquimica com fluorocromos de anticorpos 
especificos. 2 

Para a tecnica de FISH, sao utilizadas ba- 
sicamente sondas de DNA contendo dois ele- 
mentos, o inserto (i.e., o DNA complementar 






a sequencia-alvo no cromossomo) e o vetor 
(i.e., uma sequencia de DNA nao relacionada 
na qual o inserto sera clonado, permitindo a 
replicagao do DNA). As sondas sao pedagos 
de DNA genomico capazes de se ligar a suas 
cadeias complementares, produzindo mole- 
culas hfbridas. As preparagoes citogeneticas 
sao realizadas por procedimentos de rotina. 
O DNA cromossomico e o da sonda sao des- 
naturados e entao colocados em temperatura 
adequada para haver hibridizagao. Se houver 
complementaridade das bases da sonda e do 
DNA-alvo, havera hibridizagao, a qual e iden- 
tificada atraves dos fluorocromos utilizados 
para a marcagao da sonda. A hibridizagao da 
sonda ao DNA-alvo e observada em microsco- 
pio de fluorescencia. Dado o numero de son¬ 
das e fluorocromos que existem, e possivel a 
marcagao multipla, com a hibridizagao simul- 
tanea e a detecgao de duas ou mais sondas na 
mesma preparagao citologica. 

A sensibilidade da tecnica de FISH, ou 
seja, a visualizagao por microscopia de fluo¬ 
rescencia do sinal que indica se houve ou nao 
hibridizagao, e basicamente determinada pelo 
tamanho da area-alvo delineada pela sonda. 
Sequencias ate menores do que l Kb podem 
ser detectadas. 4 Existem varios tipos de son¬ 
das de DNA utilizados em FISH, sendo que as 
mais utilizadas em citogenetica humana sao as 
de sequencias repetitivas, as de bibliotecas de 
DNA ou “pintura cromossomica” e as de copia 
unica ou /ocus-especificas (Figura 28.1). 

As sondas de DNA a-satelite, presente nos 
centromeros de todos os cromossomos, con¬ 


tent sequencias de DNA repetidas em tandem. 
Essas sequencias demonstram 20 a 40% de 
divergencia umas com relagao as outras, de 
forma que existem sondas especificas para 
quase todos os centromeros dos cromossomos 
humanos. As sondas centromericas apresen- 
tam sinais intensos de fluorescencia e podem 
ser utilizadas em diferentes aplicagoes, como 
detecgao de aneuploidias, determinagao do 
sexo em nucleos interfasicos, detecgao da ori- 
gem de cromossomos marcadores ou em anel 
e enumeragao cromossomica em amostras 
pre-implantagao e pre-natais, em tumores so- 
lidos e em doengas hematologicas. Algumas 
sondas sao utilizadas em conjunto, como as 
sondas para a detecgao das trissomias 13, 18 
e 21 e das alteragoes numericas dos cromos¬ 
somos sexuais X e Y, utilizadas principalmen- 
te em exames pre-natais e pre-implantagao, 
como em amniocitos nao cultivados e em blas- 
tomeros de embrioes (Figura 28.2). 

Sondas /ocus-especificas, ou de copia uni¬ 
ca, identificam pequenas regioes do genoma 
e possibilitam a detecgao de alteragoes cro- 
mossomicas, permitindo analise de pontos de 
quebra especificos nos cromossomos. 5 ’ 8 Estas 
sondas sao essenciais para a determinagao 
de varias sindromes de microdelegao. Para 
o diagnostico citogenetico das sindromes de 
microdelegao mais frequentes existem son¬ 
das comerciais de DNA disponiveis. Assim, as 
sondas de DNA de sequencia unica sao uteis 
para a identificagao de regioes genomicas es¬ 
pecificas, como a delegao 22qn.2 na sindrome 
de DiGeorge e a delegao 7qn.23 na sindrome 
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Figura 28.1 

Exemplos de tipos de 
sondas de DNA utili¬ 
zadas em FISH. 

(a) Sondas de biblioteca 
de DNA (’’pintura cro¬ 
mossomica”). (b) Sondas 
de biblioteca de DNA para 
um brago cromossomico 

(“pintura cromossomica parcial”). (c) Sondas /ocus-especificas. Regiao critica da sindrome de Cri-du-Chat 
(5pi5.2,verde) e sonda controle (5q3i, vermelho). (d) Sonda /ocus-especifica em interfase e metafase. Regiao 
critica da sindrome de Wolf-Hirschhorn (4pi6.3, vermelho) e sonda controle (4pii.i-qii.i, verde). (e) Sonda 
centromerica do cromossomo 4. (f) Sondas subtelomericas do cromossomo 3, brago curto (verde) e brago 
longo (vermelho). 
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de Williams-Beuren (Figura 28.3). Para a 
detecgao de microdelegoes, sao utilizadas si- 
multaneamente duas sondas marcadas com 
fluorocromos de diferentes cores: uma sonda 
especifica para a regiao comumente deletada 
na smdrome e uma sonda controle, especifi¬ 
ca para outra regiao do mesmo cromossomo. 
Sondas de sequencia unica subtelomericas 
sao utilizadas para detectar rearranjos crip- 
ticos envolvendo as regioes terminais dos 
cromossomos. As sondas de sequencia unica 
tambem podem ser utilizadas para a detecgao 
das translocates mais frequentes e alteragoes 
cromossomicas presentes em doengas he- 
matologicas e em diferentes tipos de cancer, 
como a amplificagao do gene MYCN no neuro¬ 
blastoma. Para a determinagao exata dos pon- 
tos de quebra em aberragoes cromossomicas 
e estudos mais detalhados dos cromossomos, 
nao existem sondas comerciais suficientes, 
uma vez que estao restritas a poucas regioes 
genomicas e limitadas as alteragoes cromos¬ 
somicas mais frequentes. No entanto, podem 


ser construidas sondas para uma infinidade 
de regioes cromossomicas. 8 Em geral, essas 
sondas sao preparadas a partir de segmentos 
de DNA clonados em cromossomos artificiais 
de bacteria (BACs), cromossomos artificiais 
de levedura (YACs), cromossomos artificiais 
P-i (PACs) ou em cosmideos, podendo cobrir 
toda a extensao do genoma. 

A maioria das sondas de “pintura cromos- 
somica” disponiveis e originada de clones de 
bibliotecas de DNA, 9 ’ 10 ou de amplificagoes 
de sequencias de hibridos humano-roedores 
por reagao em cadeia da polimerase (PCR) 11 e 
frequentemente e utilizada na caracterizagao 
de translocagoes cromossomicas. Entretanto, 
o potencial da maioria das sondas de sequen¬ 
cias repetitivas e de bibliotecas de DNA e limi- 
tado. Para muitos estudos citogeneticos, como 
a detecgao de microdelegoes e microduplica- 
goes de regioes cromossomicas, as sondas de 
copia unica sao mais informativas. As sondas 
de pintura cromossomica sao especialmente 
uteis na definigao de rearranjos de novo e de 
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Figura 28.2 

FISH interfasica em celulas 
amnioticas nao cultivadas. 

(a) Celula normal com dois sinais 
para os cromossomos 13 (verde) 
e 21 (vermelho). (b) Tres sinais 
verdes indicando trissomia do 
cromossomo 13. (c) Tres sinais 
vermelhos indicando trissomia 
do cromossomo 21. (d) No topo, 
celula normal masculina com 
dois cromossomos 18 (azul), 
um cromossomo X (verde) e 
um cromossomo Y (vermelho). 
Abaixo, celula feminina normal 
com dois cromossomos 18 (azul) 
e dois cromossomos X (verde). 

(e) Trissomia do cromossomo 18 
(3 sinais azuis) em uma celula 
masculina (um sinal verde e um 
sinal vermelho). (f) XXY: dois 
sinais azuis (cromossomo 18) e 
dois sinais verdes (XX) mais um 
sinal vermelho (cromossomo Y). 
Foto cedida por M. Riegel, com 
autorizagao de Schinzel. 

Fonte: Adaptada de Schinzel. 7 
















cromossomos marcadores e na citogenetica 
do cancer (Figura 28.4). 


Nomenclatura 
cromossomica em FISH 

O Sistema Inter nacional de Nomenclatura 
em Citogenetica Humana e responsavel pela 
padronizagao da nomenclatura cromosso¬ 
mica. 12 

A nomenclatura para a tecnica de FISH 
deve indicar a sonda utilizada, o cromossomo 
e a banda correspondentes a ela, bem como 
o numero de copias de marcagao observa- 
das com a sonda. Se for realizada tambem a 
citogenetica convencional, o resultado deve 
ser colocado em primeiro lugar, seguido por 
um ponto (.), e a nomenclatura resultante da 
FISH deve ser indicada pela abreviatura ish, 
um espago e o resultado da hibridizagao. 

Assim, o cariotipo 46,XX.ish 22qn.2 
(D22S75 x 2) indica que a analise por metodos 
de citogenetica classica evidenciou um cario¬ 
tipo feminino normal e, por FISH, utilizando 
a sonda D22S75 (localizada em 22qn.2 na re¬ 
giao responsavel pela sindrome de DiGeorge), 
evidenciou padroes normais de hibridizagao 
nos dois cromossomos 22. Por outro lado, 
o cariotipo 46,XX.ish del(22)(qn.2qn.2) 
(D22S75-) indica uma delegao da regiao cor- 
respondente a sonda D22S75. 


As sondas utilizadas podem ser de sequ- 
encia centromerica (p. ex., D15Z4, sonda do 
DNA satelite do centromero do cromossomo 
15), de sequencia unica (p. ex., SRY, gene SRY 
do cromossomo Y), de cromossomo inteiro (p. 
ex., wcpi7, sonda de pintura cromossomica do 
17), entre outras. 

Quando a analise dos cromossomos e fei- 
ta por FISH apenas em nucleos interfasicos, 
utiliza-se o simbolo nuc ish , seguido pelo 
numero de sinais de fluorescencia observa- 
dos com as respectivas sondas de DNA. Por 
exemplo, nuc ish (DSCRi x 2) ou nuc ish 
2iq22.i(DSCRi x 2) indica que ha duas copias 
do locus DSCRi (especifico para o cromosso¬ 
mo 21); nuc ish (DSCRi x 3) indica que foram 
observadas tres copias do locus DSCRi, ha- 
vendo, portanto, a presenga de tres cromos¬ 
somos 21 - indicativo de trissomia deste cro¬ 
mossomo. 

Com o desenvolvimento crescente de no- 
vos metodos em citogenetica molecular, a no¬ 
menclatura cromossomica tern sido discutida 
constantemente, e proximas edigoes revisadas 
do ISCN estao previstas. 


Variantes da tecnica de FISH 

A otimizagao do metodo de hibridizagao in 
situ resultou no desenvolvimento de diferen- 
tes tecnicas com base no principio da FISH. 


Figura 28.3 

FISH com sondas locus- 
-especlficas. 

(a) e (b) Sonda da regiao DiGeorge/ 

VCFS 22qii.2 (vermelho) e de 22qi3 
(sonda controle, verde): (a) Metafa- 
se parcial com dois cromossomos 22 
normais. Sem delegao. (b) Ausencia 
de um sinal vermelho em um dos cro¬ 
mossomos 22 indicando delegao na 
regiao 22qii.2. (c) e (d) Sonda do gene 
ELN (elastina) de 7qii.23 (vermelho) 
e de 7q3i (sonda controle, verde). (c) 

Metafase parcial e nucleo interfasico 
com dois cromossomos 7 normais. (d) 

Ausencia de sinal vermelho em um dos cromossomos 7, indicando uma delegao na regiao 7qii.23, responsa¬ 
vel pela sindrome de Williams-Beuren. 
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Cariotipagem espectral (SKY) 
ou multiplex FISH (M-FISH) 

A cariotipagem espectral (sky, de spectral 
karyotyping ) e a tecnica de M-FISH ( multi¬ 
plex FISH) utilizam uma combinagao de fluo- 
rocromos que emitem comprimentos de onda 
distintos, de forma que cada um dos 24 cro- 
mossomos diferentes emita seu proprio espec- 
tro (Figura 28.5). Cada uma dessas tecnicas 
emprega um metodo de detecgao proprio para 
a discriminagao das diferentes combinagoes 
de fluorescencia apos a hibridizagao in situ. 
Essas tecnicas sao especialmente uteis para 
se detectar translocagoes e outras aberragoes 
complexas, como as observadas em celulas tu- 
morais. 

Bandeamento 
multicores (mBAND) 

Uma variante da tecnica de FISH e o bande¬ 
amento cromossomico multicores (mBAND), 
no qual o cromossomo inteiro e hibridizado 
com uma combinagao de sondas de diferentes 
regioes cromossomicas marcadas com fluoro- 
cromos distintos, resultando em um padrao 


de bandas coloridas ao longo do cromossomo, 
de acordo com a intensidade de fluorescencia 
resultante da hibridizagao (Figura 28.6). A 
analise por mBAND e util para definir rear- 
ranjos intracromossomicos e aberragoes com¬ 
plexas. 

Microdissecgao e pintura 
cromossomica reversa 
( 1 reverse painting ) 

A microdissecgao de cromossomos ou re¬ 
gioes cromossomicas foi descrita pela primei- 
ra vez por Scalenghe e colaboradores 13 em 
cromossomos de Drosophila melanogaster. 
Entretanto, a aplicagao do metodo de micro¬ 
dissecgao e reverse painting em cromossomos 
de mamiferos e, posteriormente, em cromos¬ 
somos humanos comegou a ser divulgada no 
final da decada de 1980. 10 ’ 14 ’ 15 

A microdissecgao consiste em coletar fi- 
sicamente, com o auxilio de um microma- 
nipulador, o cromossomo inteiro, ou um 
segmento especifico dele. Apos o fragmento 
de interesse ser isolado, procede-se a etapa 
de amplificagao e marcagao da sequencia de 
DNA que sera utilizada como sonda de DNA. 
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Figura 28.4 

FISH com sondas de 
biblioteca de DNA (Vysis 
Inc., Dowers Grove IL 
(U.S.A.) especlficas para 
os cromossomos 2 (verde) 
e 17 (vermelho). A figura 
mostra uma translocagao 
reclproca entre os bragos 
longos dos cromossomos 
2 (verde) e 17 (vermelho). 
Utilizando o metodo de 
FISH por “pintura cro¬ 
mossomica”, observa-se 
um pequeno segmento do 
cromossomo 17 (verme¬ 
lho) translocado para o 
cromossomo 2 (der2) e um 
segmento do cromossomo 
2 (verde) translocado para 
o cromossomo 17 (deny). 











Figura 28.5 

(a) Cariotipo de 
24 cores por FISH 
multicores 
(m-FISH). (b) 
Cariotipo de 24 
cores por Sky. 
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Nesta etapa, a tecnica de PCR, utilizando 
um primer de oligonucleotideo degenerado 
(DOP-PCR), e empregada. A tecnica baseia-se 
na utilizagao de um primer semidegenerado 
(5’-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3 ’) que 
permite, portanto, a amplificagao de qualquer 
segmento de DNA de qualquer fonte, e a partir 
de poucos fragmentos. 

A microdissecgao cromossomica pode ser 
utilizada em citogenetica clinica principalmen- 
te para a caracterizagao de aberragoes cromos- 
somicas envolvendo cromossomos marcadores 
e derivados. O principio do metodo requer a 
microdissecgao do cromossomo ou da regiao 
cromossomica de interesse (p. ex., cromosso¬ 
mo marcador ou uma banda cromossomica 
extra). A partir do material obtido, prepara-se 
uma sonda de DNA utilizando-se o metodo de 
DOP-PCR. Essa sonda de DNA, gerada a par¬ 


tir da dissecgao do cromossomo alterado ou 
de parte dele, e utilizada para hibridizagao em 
preparagoes citologicas contendo metafases 
normais (FISH reversa). A sequencia de DNA 
da sonda preparada a partir do material disse- 
cado e desconhecida. Assim, a visualizagao da 
regiao hibridizada em uma metafase normal 
(reverse painting ) permite a determinagao do 
segmento ou da regiao cromossomica equiva- 
lente ao material dissecado, revelando a ori- 
gem do cromossomo marcador ou do segmen¬ 
to cromossomico de interesse (Figura 28.7). 
A hibridizagao com a mesma sonda de DNA 
devera ser realizada em metafases do paciente, 
para posterior controle. 

Acombinagao de microdissecgao, DOP-PCR 
e FISH tern sido chamada de micro-FISH, sen- 
do tambem utilizada em estudos comparativos 
e evolutivos dos cromossomos entre especies. 


Figura 28.6 

Metafase sob 
mBAND (a esquer- 
da) e marcagao do 
cromossomo 1 (a 
direita) com uma 
combinagao de 
fluorocromos resul- 
tando em diferentes 
bandas ao longo de 
seu comprimento. 
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PRINS (primed in situ labelling) 

PRINS e um metodo de coloragao fluores- 
cente de regioes especificas do cromossomo, 
com base no anelamento especifico in situ de 
uma sequencia de DNA de interesse, comple- 
mentar ao DNA-alvo. E uma especie de PCR 
realizada na propria lamina, e consiste em 
se fazer uma mistura contendo primers , dN- 
TPs, enzima Taq polimerase, tampao, glicerol, 
molecula reporter (biotina ou digoxigenina), 
fluorescema e agua destilada. Esta mistura e 
colocada sobre a lamina, que e, entao, deixada 
em uma maquina de PCR por temperaturas e 
tempos que permitirao que ocorra a desnatu- 
ragao dos cromossomos, o anelamento do pri¬ 
mer e seu alongamento. 

Hibridizagao genomica 
comparativa (CGH) e array -CGH 

A tecnica de CGH e a variante array-CGH 
permitem a identificagao de regioes com ga- 
nho ou perda de material cromossomico a 
partir do estudo do DNA. Essas tecnicas sao 
baseadas na co-hibridizagao de um DNA tes¬ 
te e um DNA referenda, marcados diferen- 


cialmente (fluorocromos verde e vermelho, 
respectivamente) em laminas contendo cro¬ 
mossomos metafasicos normais ou em micro- 
arranjos ( arrays ) de DNA. Essa tecnica sera 
discutida em um capitulo separado. 


Aplica^oes da 
tecnica de FISH 

O desenvolvimento da citogenetica mole¬ 
cular aumentou a capacidade do diagnostico 
pre-natal e pos-natal em relagao a detecgao 
pela citogenetica classica, permitindo uma 
melhor caracterizagao de sindromes causadas 
por delegoes e outros rearranjos cromossomi- 
cos em humanos. A aplicagao de tecnicas cito- 
geneticas que utilizam ferramentas molecula- 
res tern permitido: 

• uma melhor caracterizagao de aberragoes 
cromossomicas previamente descritas, 
particularmente cromossomos marcado- 
res extras e duplicagoes de novo , as quais, 
com os metodos de bandeamento citoge- 
netico convencionais, nao poderiam ser 
caracterizadas, 




Figura 28.7 

Microdissecgao cro- 
mossomica. (a) Cro¬ 
mossomo marcador 
adicional dissecado 
de um cariotipo 
4 8 ,XY,+mar,+mar. 
(b) Pintura cro- 
mossomica reversa 
(FISH reversa) em 
uma metafase nor¬ 
mal. As sondas de 
biblioteca, obtidas 
do DNA a partir dos 
cromossomos mar- 
cadores dissecados, 
hibridizam nos 
centromeros dos 
cromossomos 7 e 8, 
indicando a origem 
dos cromossomos 
marcadores. 












• a detecgao de microdelegoes e microdu- 
plicagoes no nivel de gene e 

• a contribuigao para o mapeamento de ge¬ 
nes em combinagao com varias aberragoes 
citogeneticas como, por exemplo, a iden¬ 
tificagao de microdelegoes e translocagoes 
balanceadas ou inversoes com ruptura de 
um ou mais genes. 

Assim, com o uso de tecnicas de citogene- 
tica molecular foi possivel a identificagao de 
alteragoes cromossomicas que nao podiam ser 
caracterizadas pela citogenetica classica. Alem 
disso, a determinagao dos pontos de quebra 
por meio de FISH permite estabelecer o tama- 
nho dos segmentos cromossomicos envolvi- 
dos na aberragao e fornece dados importantes 
para a compreensao da variabilidade fenoti- 
pica encontrada nos pacientes portadores de 
rearranjos cromossomicos nao equilibrados, 
auxiliando na compreensao dos mecanismos 
envolvidos na produgao da aberragao. 

A tecnica de FISH pode ser usada na tria- 
gem de aneuploidias, fornecendo um metodo 
rapido e sensivel de analise de celulas inter- 
fasicas, como no caso de celulas de amostras 
de vilosidades corionicas, celulas amnioticas 
e esfregago de mucosa bucal. A preparagao 
para a analise dos cromossomos a partir de 
celulas cultivadas do liquido amniotico ou de 
cultura de vilosidades corionicas necessita em 
media de sete a quinze dias. Embora a analise 
de vilosidades corionicas possa ser feita apos 
uma cultura de curta duragao (um dia), a qua- 
lidade das preparagoes para analise cromos- 
somica frequentemente produz uma resolu- 
gao de bandeamento muito baixa e, portanto, 
inadequada para um diagnostico citogenetico 
seguro. O metodo rapido de FISH possibilita 
uma triagem dos nucleos em interfase direta- 
mente nas celulas fetais. A triagem e feita para 
as aneuploidias comuns dos cromossomos au- 
tossomos 13, 21, 18 e as alteragoes numericas 
dos cromossomos X e Y. A avaliagao citogene¬ 
tica pre-natal por FISH e um teste rapido para 
a detecgao de aneuploidias que pode gerar 
um resultado em um ou dois dias. As sondas 
mais utilizadas para a detecgao de aneuploi- 
dia, e tambem de poliploidia, sao as sondas 
centromero-especificas. 

Tanto sondas centromero-especificas quan¬ 
to as de bibliotecas de DNA (pintura cromosso- 
mica) podem ser utilizadas para a identificagao 


da origem de cromossomos marcadores, uma 
vez que atraves das tecnicas classicas de citoge¬ 
netica isso nem sempre e possivel. 

Estudos citogeneticos com FISH foram cru- 
ciais para a investigagao de microdelegoes, como 
a delegao I5q nas sindromes de Prader-Willi e 
Angelman, localizadas, respectivamente, nas 
copias paternas e maternas do cromossomo 
15. 16 Aplicando a tecnica de FISH, revelou-se 
que pequenas sequencias repetitivas menores 
que 10 Kb, denominadas duplicagoes segmen- 
tais, ou low-copy repeats , estariam envolvidas 
em rearranjos relacionados a doengas genomi- 
cas, como no caso da sindrome de DiGeorge/ 
velo-cardio facial, associada a uma delegao de 
aproximadamente 3 Mb em 22qn.2, 17 e da do- 
enga de Charcot-Marie Tooth tipo lA, decor- 
rente de uma duplicagao de cerca de 1,4 Mb em 
I7pi2. 18 Essas pequenas delegoes e duplicagoes 
podem ser demonstradas por FISH utilizando 
sondas de sequencia unica. A determinagao da 
presenga de microdelegoes cromossomicas es- 
pecificas para cada sindrome por meio de FISH 
fornece dados importantes para a confirmagao 
ou nao do diagnostico clinico respectivo. A oti- 
mizagao do metodo de FISH tern permitido 
uma melhor compreensao da composigao ge- 
nomica em humanos, alem de viabilizar uma 
correlagao entre o cariotipo encontrado e o fe- 
notipo dos individuos estudados. 

Homens XX apresentam desenvolvimen- 
to testicular na ausencia de um cromossomo 

Y detectavel. Atraves da FISH usando como 
sonda sequencias especificas do Y, incluindo a 
regiao determinante do sexo no cromossomo 

Y (gene SRY ), e possivel detectar sequencias 
de Yp na maioria dos homens com cariotipo 
XX, os quais apresentam entao uma translo- 
cagao entre Xp e Yp. 

A sexagem de celulas humanas envolve a 
detecgao dos cromossomos sexuais em nucleo 
interfasico ou em metafase. Em amostras pos- 
-natais (em interfase), isso e importante para 
o monitoramento do progresso de um trans- 
plante de medula ossea, quando o doador e o 
receptor sao de sexos opostos. Em amostras 
pre-natais, a sexagem pode ser util para a 
identificagao de fetos masculinos em familias 
em risco para a transmissao de doengas reces- 
sivas ligadas ao X. 

A tecnica de FISH fornece um importante 
recur so para a citogenetica do cancer. Podem 


271 


Citogenetica humana 



Maluf, Riegel & Cols. 


272 


ser utilizadas sondas centromericas para a in- 
vestigagao de aneuploidias e de double minu¬ 
tes em certos canceres. Sondas de sequencia 
unica sao utilizadas na investigagao de rear- 
ranjos frequentes em celulas tumorais, como a 
fusao dos genes BCR-ABL na leucemia mieloi- 
de cronica. O uso de sondas X e Y- especificas 
para determinar a proporgao de celulas recep- 
toras e doadoras em pacientes que receberam 


transplante de medula ossea de individuo do 
sexo oposto e importante para o monitora- 
mento do sucesso do transplante e da reinci- 
dencia da doenga, assim como para monitorar 
a doenga residual minima de alguns tipos de 
cancer. Desta forma, a tecnologia da FISH 
tern demonstrado ser uma potente ferramen- 
ta para auxiliar no diagnostico, prognostico e 
monitoramento do cancer. 
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Capitulo 29 


Mariluce Riegel 


Hibridiza^ao 
genomica comparativa em 
microarranjos ou array -CGH 


Introdu^ao 

A analise cromossomica de rotina, ou ca¬ 
riotipo, tem sido utilizada como investigagao- 
-padrao em individuos com suspeita de cro- 
mossomopatias, com retardo mental e multi- 
plas malformagoes congenitas e dismorfismo 
de causa desconhecida. A analise e o estudo 
dos cromossomos atraves do cariotipo possi- 
bilitaram a descoberta de varios genes asso- 
ciados a uma serie de disturbios geneticos. 
Entretanto, o cariotipo apresenta limitagoes 
na capacidade de identificagao de alteragoes 
cromossomicas (4 a 10 Mb, dependendo da 
resolugao do bandeamento cromossomico), 
nao sendo possivel a identificagao de altera¬ 
goes cromossomicas menores. Nas ultimas 
decadas, tecnicas de citogenetica molecular 
(veja o Capitulo 28), incluindo a hibridizagao 
genomica comparativa baseada em microar¬ 
ranjos (array-CGH ou aCGH), tem sido uti- 
lizadas, possibilitando uma melhor detecgao 
de anomalias cromossomicas e um melhor 
diagnostico citogenetico. A analise de DNA 
por aCGH tambem tem sido denominada, 
por alguns autores, “cariotipo molecular”. 1 
Array-CG H e uma tecnica que permite inves- 
tigar perdas e ganhos de sequencias de DNA 
no genoma inteiro. O uso desta tecnologia 
tem possibilitado o diagnostico molecular de 
alteragoes cromossomicas submicroscopicas 
previamente nao detectadas, principalmente 
em individuos com deficiencia mental e/ou 
multiplas malformagoes congenitas de causa 
desconhecida. Pela tecnica de aCGH tem sido 
possivel o delineamento de novas sindromes e 


o mapeamento de genes envolvidos na etiolo- 
gia de varias condigoes clinicas. 

A possibilidade de realizagao de um cario¬ 
tipo molecular pela aCGH permite a detecgao 
de variagao do numero de copias de DNA ao 
longo do genoma inteiro em uma unica ana¬ 
lise. Esta possibilidade aumentou considera- 
velmente a detecgao de rearranjos cromosso- 
micos desbalanceados. Estudos citogeneticos 
mostraram que e possivel uma detecgao de 
anomalias cromossomicas em 10% dos indi¬ 
viduos com retardo mental, com ou sem dis- 
morfias, enquanto o cariotipo molecular com 
aCGH aumenta consideravelmente a detecgao 
em mais 10%. 2 


O metodo de array -CGH 

No metodo de aCGH, a analise cromosso¬ 
mica por metafases e substituida pela analise 
de DNA genomico, representando uma vanta- 
gem significativa em termos de acuracia e re¬ 
solugao em relagao ao cariotipo convencional. 
O DNA genomico de um individuo afetado 
por determinada condigao e extraido de san- 
gue periferico, fibroblastos ou outro tecido 
disponivel. Esse DNA teste e marcado pela 
incorporagao de um precursor de nucleotideo 
contendo um fluorocromo apropriado (p. ex., 
Cy5 dCTPs), um grupo quimico que fluores¬ 
ce quando exposto a luz de um comprimento 
de onda especifico. O DNA teste, junto com 
quantidades iguais de DNA controle (normal) 
marcado com outro fluorocromo (p. ex., Cy3 
dCTPs), e co-hibridizado a uma matriz de 
DNA contendo segmentos de DNA (clones) 
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pre-selecionados correspondentes as diferen- 
tes localizagoes cromossomicas. Cerca de mi- 
lhares ou milhoes de clones de DNA (produzi- 
dos a partir de clones de BAC ou PAC, cDNA, 
oligonucleotideos, produtos de PCR, polipep- 
tideos ou SNPs) mapeados e representativos 
do genoma sao imobilizados em uma placa ou 
lamina (plataforma) e sao usados como a fase 
solida para a hibridizagao. A distancia entre 
cada alvo imobilizado pode variar de alguns 
milimetros a poucos micrometros, dependen- 
do do tipo de arrays. A molecula imobilizada 
em uma lamina ou placa e indicada como uma 
sonda, enquanto o alvo e a molecula em solu- 
gao exposta ao array. 

Apos a co-hibridizagao, a fluorescencia 
emitida por cada clone e capturada por varre- 
dura de fluorescencia, utilizando-se um scan¬ 
ner. Uma imagem fluorescente e gerada, e a 
intensidade de fluorescencia emitida por Cy3 
(DNA teste) e Cy5 (DNA controle) e compa- 
rada. Os sinais de fluorescencia sao medidos 
quantitativamente por meio de uma analise 
digital de imagem utilizando-se um software 
especifico que converte os dados da intensi¬ 
dade de hibridizagao para um perfil linear. 
A Figura 29.1 ilustra a estrategia envolvida 
nesta tecnica. A aCGH permite a identificagao 
da variagao do numero de copias genomicas 
ou do numero de copias genomicas altera- 
das. Ganhos ou duplicagoes no DNA teste 
sao identificados pelo padrao quantitativo de 
fluorescencia aumentada, enquanto perdas 
ou delegoes resultam em um padrao quanti¬ 
tativo de fluorescencia reduzida. Duplicagoes 
no DNA sao diferenciadas por apresentarem 
razoes de fluorescencia maiores, em decorren- 
cia do maior numero de copias de DNA encon- 
tradas em uma regiao especifica, em compa- 
ragao com o DNA de referenda (normal). Da 
mesma forma, delegoes sao diferenciadas por 
apresentarem razoes de fluorescencia meno- 
res, em decorrencia da ausencia de sequencias 
de DNA genomico encontradas em uma regiao 
especifica, em comparagao com o DNA de re¬ 
ferenda (normal). Por exemplo, se a razao da 
quantidade de fluorescencia emitida por Cy3 e 
Cy5 em um spot e igual, a regiao cromossomi- 
ca do DNA teste (DNA do individuo afetado) 
que esta sendo analisada e interpretada como 
sendo balanceada ou normal. Neste caso, nao 
ha perda (delegao) ou ganho (duplicagao) de 
sequencias de DNA na regiao cromossomica 


alvo. Uma razao de intensidade de fluores¬ 
cencia maior de Cy5, quando comparada com 
Cy3, sugere um ganho de sequencias de DNA 
ou duplicagao de sequencias de DNA teste na 
regiao cromossomica que esta sendo analisa¬ 
da (Figura 29.1). Uma razao de intensidade de 
fluorescencia maior de Cy3 (DNA referenda, 
normal), quando comparada com Cy5, sugere 
uma perda de sequencias de DNA ou delegao 
de sequencias de DNA teste na regiao-alvo 
(Figura 29.1). A capacidade de detecgao de al- 
teragoes do experimento vai depender da re¬ 
solugao da plataforma de DNA utilizada. 

As principals vantagem da tecnica de 
aCGH, se comparada com as tecnicas de ci- 
togenetica convencional e outros metodos de 
citogenetica molecular, sao: 

• O DNA genomico inteiro pode ser analisa- 

do em um unico experimento. 

• A sensibilidade e a especificidade sao bas- 

tante altas. 

Embora aCGH tenha provado ser uma 
tecnica eficiente e reproduzivel, a configura- 
gao estrutural de uma aberragao cromosso¬ 
mica nao pode ser caracterizada. A ordem e 
a orientagao dos segmentos rearranjados em 
uma alteragao cromossomica nao podem ser 
determinadas, nao sendo possivel diferenciar 
um poliploidia de um cariotipo normal, e ni- 
veis muito baixos de mosaicismo podem ser 
dificeis de serem detectados. Estas limitagoes 
dependem do principio geral da metodologia, 
enquanto que o desempenho de um experi¬ 
mento utilizando aCGH depende tambem do 
tipo de plataforma a ser empregada. 

Diferentes plataformas para aCGH tern 
sido desenvolvidas na ultima decada. 3 " 4 BAC/ 
PAC arrays com uma resolugao de 1 Mb tern 
sido os mais frequentemente utilizados para 
estudos de hibridizagao genomica compara- 
tiva em individuos com atraso mental e/ou 
dismorfias ou atraso mental e/ou malforma- 
goes congenitas de causa desconhecida. 5 " 13 
Recentemente, outras plataformas de arrays 
de maiores resolugoes tern sido amplamente 
utilizadas para estudos de aCGH, incluindo 
oligonucleotideos 14 e SNP arrays , com uma 
resolugao teorica que permite a detecgao de 
alteragoes na sequencia de DNA de ate 6 Kb. 
Plataformas de DNA que permitem a analise 



por aCGH de regioes cromossomicas especi- 
ficas (p. ex., arrays apenas para regioes cro¬ 
mossomicas subtelomericas ou regioes cro¬ 
mossomicas relacionadas a sindromes de mi- 
crodelegao) tambem tern sido desenvolvidas e 
utilizadas para pesquisa e diagnostico. 2 


Aplicagoes de array -CGH 
em genetica clinica 

Atualmente, o metodo de aCGH tern sido 
amplamente utilizado na analise de pacientes 
com fenotipos complexos. Devido a varios es- 
tudos publicados com dados referentes a alte¬ 
ragoes submicroscopicas envolvendo as regi¬ 
oes subtelomericas em pacientes com retardo 
mental e com ou sem multiplas malformagoes 
congenitas de causas desconhecidas, uma 
das primeiras aplicagoes da aCGH foi o ras- 
treamento de rearranjos subtelomericos. 15-18 
Desde que o cariotipo convencional se tornou 
um exame de rotina, essa condigao clinica tern 
sido associada com rearranjos cromossomi- 


cos. Entretanto, a maioria dos pacientes cujo 
material e analisado apenas por metodos de 
citogenetica convencional possui um resulta- 
do de cariotipo normal, nao sendo possivel 
detectar as alteragoes cromossomicas desba- 
lanceadas presentes em mais de 10% dos in- 
dividuos com retardo mental e malformagoes 
congenitas. 19-22 Estas alteragoes estao abaixo 
do nivel de resolugao dos metodos de citoge¬ 
netica convencional. Rastreamentos do geno- 
ma humano utilizando a tecnica de aCGH em 
individuos com retardo mental e/ou anoma- 
lias congenitas (que apresentam um cariotipo 
convencional normal) demonstram alteragoes 
submicroscopicas cripticas (delegoes, dupli- 
cagoes ou ambas as alteragoes) entre 20 e 25% 
dos individuos afetados, dependendo do crite- 
rio clinico de selegao. 5 ’ 6 ’ 8-11 ’ 23 ’ 24 

A analise do genoma por aCGH e de gran¬ 
de importancia para investigar a presenga de 
delegoes e duplicagoes. O impacto da utiliza- 
gao deste metodo e de particular relevancia 
na identificagao de um locus ou de loci espe- 
cificos relacionados com sindromes de mal- 
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Figura 29.1 

Representagao esquematica 
da tecnica de array-CGH 
para identificagao de anor- 
malidade no numero de co- 
pias de genes ou regioes ge- 
nomicas. O DNA da amostra 
teste e o DNA controle sao 
marcados diferencialmente 
por fluorescencia, sendo 
posteriormente hibridiza- 
dos a uma plataforma de 
DNA contendo segmentos 
de DNA imobilizados. 
Predommio da intensidade 
de fluorescencia correspon- 
dente a amostra teste ou ao 
controle e um indicativo de 
ganho ou perda de copias 
de DNA, respectivamente, 
na regiao correspondente 
da amostra teste. A figura 
mostra um exemplo de 
delegao de 3,4 Mb no cro- 
mossomo I7q24*3 detectado 
pelo metodo de array-CGH. 
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formagoes esporadicas. Vissers e colaborado¬ 
res, 24 utilizando esta abordagem, descobriram 
que a smdrome de Charge ocorre devido a 
uma haploinsuficiencia do gene CHD7, de- 
monstrando a eficacia do metodo de aCGH na 
localizagao de genes causadores de determi- 
nadas doengas. 5 ’ 25 ’ 26 Vissers e colaboradores 5 
avaliaram 20 pacientes com atresia congenita, 
com o objetivo de localizar o gene responsavel 
por essa malformagao. Nesse estudo, foi feito 
um mapeamento exclusivo utilizando um BAC 
array especifico para o cromossomo 18. 27 Os 
autores identificaram uma regiao critica de 5 
Mb localizada no cromossomo i8q22.3-q23. 
A mesma abordagem foi utilizada na tenta- 
tiva de localizar genes relacionados a outras 
sindromes esporadicas, como por exemplo a 
smdrome de Kabuki. 28 

Tiling path arrays tern sido utilizados no 
mapeamento e na determinagao do tamanho 
de determinados segmentos especificos de 
aberragoes cromossomicas, permitindo uma 
acurada correlagao genotipo-fenotipo. 29 ’ 30 Yu 
e colaboradores 31 utilizaram um tiling path 
array em pacientes com a smdrome de de¬ 
legao ip36. Este array , contendo 10 Mb da 
regiao terminal ip, permitiu a classificagao 
correta dos pacientes com base na sua altera¬ 
gao cromossomica (delegao terminal, delegao 
intersticial ou cromossomo derivado). 

O metodo de aCGH tern sido amplamente 
utilizado para investigar pacientes com alte¬ 
ragoes cromossomicas aparentemente balan- 
ceadas e fenotipo anormal. Nesses individuos, 
o fenotipo anormal poderia ser explicado pela 
disrupgao de um gene, um efeito de posigao, 
uma alteragao criptica desbalanceada no pon- 
to de quebra onde ocorreu a alteragao cromos¬ 
somica ou em outra regiao do genoma. O me¬ 
todo tiling path aCGH e bastante adequado 
para a identificagao de alteragoes desbalance- 
adas nos pontos de quebra envolvidos em uma 
aberragao cromossomica. 


Array -CGH e varia^ao do 
numero de copivas (CNV) 
no genoma humano 

Um importante objetivo na descoberta de 
novos genes e a identificagao de uma ou mais 
regioes cromossomicas associadas a um fe¬ 
notipo especifico. Variagoes do numero de 


copias (CNVs) de genes podem ocorrer em 
um espectro variado de doengas. Assim, a de- 
tecgao e o mapeamento de alteragoes do nu¬ 
mero de copias de certas regioes do genoma 
oferecem uma importante contribuigao para a 
associagao entre defeitos moleculares e o fe¬ 
notipo estudado. O metodo de aCGH tern sido 
bastante empregado no rastreamento ao lon- 
go do genoma de defeitos cromossomicos que 
podem representar a evidencia inicial para a 
identificagao de um ou mais genes associados 
a doengas geneticas. 

Estima-se que cerca de 5% do genoma hu¬ 
mano sejam representados por duplicagoes 
de segmentos. 32 Duplicagoes segmentais sao 
alongamentos de sequencias de DNA menores 
ou iguais a 1 a 5 kb com mais de 90% de se¬ 
quencias conservadas que estao presentes em 
mais de um ponto no genoma. 33 Duplicagoes 
segmentais provavelmente sejam compostas 
de sequencias genicas com introns e exons, 
bem como sequencias repetitivas, como ele- 
mentos de Alu e Li, e parecem ser “DNA nor¬ 
mal”. Duplicagoes podem ser intra ou entre 
cromossomos, se estiverem presentes em 
cromossomos homologos. 32 Obseva-se que 
existe uma associagao significante entre a lo¬ 
calizagao de duplicagoes segmentais e regioes 
de instabilidade cromossomica ou rearranjos 
evolucionarios 34 A arquitetura das duplica¬ 
goes do genoma humano deve medir, alem de 
rearranjos patogenicos recorrentes, tambem 
variagoes normais do DNA. 35 ’ 36 

A variagao no genoma humano esta pre¬ 
sente em muitas formas, incluindo polimor- 
fismos de um unico nucleotideo, polimorfis- 
mos de pequenas insergoes-delegoes, numero 
variavel de sequencias repetitivas e alteragoes 
estruturais genomicas, que sao largas duplica¬ 
goes e delegoes. 37 Estudos moleculares e cito- 
geneticos permitiram a identificagao de diver- 
sas variagoes no genoma humano. Entretanto, 
apenas recentemente tern sido possivel o es¬ 
tudo de CNVs submicroscopicas. Geralmente, 
elas possuem um tamanho entre 1 kb e 3 Mb. 
A frequencia de CNVs no genoma humano, 
assim como qual e a sua contribuigao para a 
diversidade humana, ate o presente momento 
ainda nao esta bem definida. O desenvolvi- 
mento de tecnicas de mapeamento do genoma 
para CNVs em populagoes normais tern gera- 
do dados das variagoes estruturais na popu- 
lagao global. 38 " 41 Se a frequencia de uma va- 



riagao e de > 1 %, e chamada de polimorfismo 
do numero de copias (CNP). Alguns autores 
estudaram a frequencia de CNPs em individu- 
os normais. 38 ’ 42 Sharp e colaboradores 34 uti- 
lizaram um microarray de duplicates seg- 
mentais para investigar CNVs em individuos 
controle de diferentes etnias. Esse BAC array 
cobriu 130 regioes do genoma potencialmente 
instaveis chamadas de “hot spots de rearran- 
jos”, definidas pela presenga de duplicagoes 
segmentais intracromossomicas de >10 kb e 
com um alto grau de homologia (> 95%). O 
uso de arrays especificos permitiu a confir- 
magao de dados anteriores ja publicados e a 
determinagao de rearranjos estruturais. Esses 
dados confirmam que as duplicagoes do geno¬ 
ma estao fortemente associadas com CNPs no 
genoma humano. 

A presenga de um numero de CNPs que es¬ 
tao presentes, quase sem excegao, em muitas 
populagoes assume uma grande importancia 
quando diagnosticada por aCGH. Nestas situ- 
agoes, apresentam-se dificuldades em se dife- 
renciar entre CNVs herdadas, as quais pode- 


riam ou nao ser a causa de um fenotipo anor- 
mal, e variagoes raras nao relacionadas com 
alteragoes clinicas. 43 Isso poderia representar 
uma limitagao do uso de aCGH no diagnostico 
clinico, dificultando um aconselhamento ge- 
netico. Entretanto, ja existem varios bancos 
de dados disponiveis contendo informagoes 
de variabilidade genomica em individuos nor¬ 
mais (veja no final das referencias). 

A incidencia de pequenas alteragoes cro- 
mossomicas desbalanceadas em diferentes 
grupos de pacientes com doengas geneticas 
ainda e desconhecida. Estudos adicionais com 
aCGH de alta resolugao sao necessarios para 
estabelecer um diagnostico em um numero 
indefinido de pacientes em diferentes centros 
de genetica em nivel mundial. O estabeleci- 
mento laboratorial adequado do metodo de 
aCGH, em conjunto com uma caracterizagao 
clinica e citogenetica bem definida do pacien- 
te, e necessario para aumentar a possibilidade 
de identificagao e determinagao de alteragoes 
desbalanceadas no genoma, levando a uma 
correlagao correta genotipo-fenotipo. 
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Diagnostico pre-natal das 
anomalias citogeneticas , 


Introdu^ao 

O diagnostico pre-natal (DPN) e um con- 
junto de procedimentos e tecnicas que per- 
mite a detecgao de anomalias embrionarias e 
fetais. Ele envolve atividades clinicas (avalia- 
gao obstetrica, aconselhamento genetico pre- 
-natal, acompanhamento psicologico), exames 
de imagem (ultrassom, ecocardiografia fetal), 
procedimentos invasivos (amniocentese, bi- 
opsia de vilo, cordocentese), tecnicas labora- 
toriais (citogenetica, investigagao metaboli- 
ca, analise molecular, pesquisa de infecgoes 
congenitas) e pode envolver tambem o exame 
anatomopatologico. 

Para todas as gestantes, rotineiramente 
costumam ser oferecidos exames que permi- 
tem avaliar a saude do feto, como a ultrasso- 
nografia. Quando sao identificadas ou se sus- 
peita de alteragoes fetais, torna-se necessaria 
a realizagao de investigagao genetica adicional 
para esclarecimento do diagnostico. Por ou- 
tro lado, algumas gestagoes evolvem um risco 
maior de anormalidade fetal ja previamente 
conhecido pela historia familiar ou por expo- 
sigoes maternas cronicas, estando indicado 
um procedimento especifico para DPN. 

O DPN idealmente deve ser uma atividade 
multiprofissional, da qual fazem parte obs- 
tetras, geneticistas clinicos, neonatologistas, 
enfermeiras, psicologos, cardiologistas pedi- 
atricos, citogeneticistas, bioquimicos e pato- 
logistas. 1 


Aconselhamento genetico 
no diagnostico pre-natal 

Aconselhamento genetico e definido como 
um processo que possibilita que pacientes 
e familiares em risco para uma doenga que 
pode ser genetica sejam informados das con- 
sequencias desta doenga, da probabilidade de 
desenvolve-la e transmiti-la, e das alternati- 
vas terapeuticas e preventivas. 2 

O desenvolvimento de tecnicas para diag- 
nosticar as doengas geneticas intrautero mu- 
dou a perspectiva reprodutiva das familias de 
risco e tornou o DPN uma parte integrante do 
processo de aconselhamento genetico. 

Na Tabela 30.1 sao apresentadas as prin¬ 
cipals indicagoes para a realizagao de aconse¬ 
lhamento genetico pre-natal. 

O momento ideal para o aconselhamento 
genetico com vistas ao diagnostico pre-natal 
e antes da concepgao, permitindo a prepara- 
gao previa da investigagao indicada para cada 
caso. 2 ’ 3 

Para que se possa oferecer DPN especifico 
em casos de historia familiar de anormalida- 
des, e necessario estabelecer o diagnostico 
preciso da patologia em risco no caso indice. 
Algumas vezes, sao indicados exames adicio- 
nais para o casal, como cariotipo ou estudos 
moleculares. A partir dai, discutem-se os 
metodos de DPN disponiveis, os riscos e os 
custos envolvidos no procedimento indicado, 





assim como as alternativas decorrentes de um 
DPN anormal. 

Na consulta de aconselhamento genetico, 
alguns aspectos importantes devem ser abor- 
dados com o casal antes da realizagao de exa- 
mes invasivos, tais como o exame disponivel 
e como ele sera realizado, qual o tempo de 
espera ate o resultado, qual(is) diagnostico(s) 
pode(m) ser obtido(s) atraves deste exame, os 
riscos envolvidos na realizagao de um proce- 
dimento invasivo e as consequencias de um 
resultado anormal. 4 

A comunicagao de um resultado anormal 
e uma das etapas mais dificeis do processo. 
A elaboragao e a tomada de decisao sao fa- 
cilitadas quando o casal foi adequadamente 
informado, em uma sessao previa de aconse¬ 
lhamento genetico, da possibilidade de ocor- 
rencia da anormalidade e das consequencias 
do problema, e ja refletiu sobre as diversas 
possibilidades envolvidas. 

Em todos os casos em que for identificada 
uma anormalidade fetal, a confirmagao pos- 
-natal dos achados pre-natais e muito impor- 
tante para estabelecer o diagnostico exato da 
patologia fetal. Um grande numero de anor- 
malidades fetais e de ocorrencia esporadica, 
permitindo tranquilizar o casal quanto ao seu 
futuro reprodutivo. Por outro lado, o risco de 


recorrencia pode ser elevado em condigoes 
genicas ou alteragoes cromossomicas fami- 
liares. 

O fator mais importante nas decisoes re- 
produtivas de casais que passaram por acon¬ 
selhamento genetico apos terem tido um filho 
com uma anormalidade genetica, multifatorial 
ou relacionada e o risco estimado de recorren¬ 
cia. 5 Assim, a finalizagao de um processo de 
aconselhamento genetico pre-natal deve in- 
cluir a avaliagao do desfecho da gestagao, com 
exame do recem-nascido ou, em caso de perda 
gestacional, exame anatomopatologico ou ne- 
cropsia. Isto e especialmente importante em 
casais sem risco previo e que foram avaliados 
por anormalidades fetais detectadas durante 
a gestagao. Ademais, isso pode permitir a rea- 
dequagao do risco estimado para aquele casal, 
contribuindo para o planejamento familiar. 


Triagem ou rastreamento 
ultrassonografico de 
primeiro trimestre e medida 
da translucencia nucal 

A translucencia nucal e um teste de rastreio 
de risco gestacional para cromossomopatias 
(trissomias 21,18 e 13), podendo rastrear tam- 


TABELA 30.1 

Principais indicacoes para aconselhamento genetico pre-natal 


Indicagdes previas a gestagao 


Idade materna avangada 

Historia familiar ou pessoal de cromossomopatia 
Historia familiar ou pessoal de sindrome genica 
Historia familiar ou pessoal de doengas metabolicas 
Historia familiar ou pessoal de malformagoes congenitas 
Perdas gestacionais repetidas 
Consanguinidade 

Exposigao a teratogenos (ocupacional, doenga materna cronica) 


Indicagdes da propria gestagao 


Triagem serica alterada 

Rastreamento ultrassonografico de alterado 

Malformagao fetal 

Cardiopatia fetal 

Exposigao a teratogenos 
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bem smdrome de Turner, triploidia e outras 
anomalias cromossomicas. 

Pela medida do subcutaneo da nuca do 
feto, entre 11 e 14 semanas de idade gesta- 
cional (comprimento cabega-nadega: 45 a 84 
mm), pode-se selecionar pacientes para exa- 
mes invasivos, como biopsia de vilosidades 
corionicas (BVC) ou amniocentese, com base 
na correlagao da espessura nucal aumentada 
e trissomias. Os calculos de risco estao calca- 
dos em mais de 100 mil exames analisados. O 
resultado deve ser emitido em um numero de 
probabilidade, levando-se em consideragao a 
idade materna, o tempo de gestagao, os ante- 
cedentes obstetricos e a medida da translu¬ 
cencia nucal. O exame nao apresenta risco de 
perda da gravidez, sendo realizado apenas por 
uma ultrassonografia, indicado principalmen- 
te em pacientes de baixo risco pela idade, com 
menos de 35 anos. 6 

Uma serie de anormalidades fetais como 
defeitos cardiacos, hernia diafragmatica, onfa- 
locele, malformagoes esqueleticas, anomalias 
renais, uropatia obstrutiva e diversas doengas 
genicas ja foram descritas em associagao a 
translucencia nucal aumentada em fetos com 
cariotipo normal. 7 ’ 8 

A prevalencia de anormalidades fetais e 
desfechos gestacionais adversos aumenta ex- 
ponencialmente com a espessura da translu¬ 
cencia nucal a partir de 3,5 mm. A possibili- 
dade do nascimento de um bebe normal e de 
70% com uma medida de 3,5 a 4,4 mm, e de 
15% a partir de 6,5 mm. Entretanto, uma vez 
que seja descartada cromossomopatia, e que 
o feto nao apresente alteragoes morfologicas 
em torno de 20 a 22 semanas, o risco de um 
desfecho perinatal adverso ou atraso de de- 
senvolvimento neuropsicomotor nao esta sig- 
nificativamente aumentado. 9 

Novos marcadores ultrassonograficos vem 
sendo descritos para identificagao de gesta¬ 
goes em risco para cromossomopatia, como a 
medida do osso nasal. No primeiro trimestre, o 
osso nasal esta ausente em 70% dos fetos com 
smdrome de Down, em 10% da populagao de 
origem africana e em menos de 1% dos fetos 
cromossomicamente normais na populagao 
caucasiana. Para o bom desempenho deste 
marcador na triagem de gestagoes em risco 
para smdrome de Down, e fundamental o trei- 
namento adequado dos ultrassonografistas. 10 


Outra abordagem para identificar gesta¬ 
goes com risco elevado de cromossomopatias 
e a avaliagao de marcadores bioquimicos no 
soro materno. A triagem combinada atraves 
de idade materna, translucencia nucal e mar¬ 
cadores sericos de primeiro trimestre (p-HCG 
e PAPP-A) identifica 90% das gestagoes com 
trissomia 21, com uma taxa de falso-positivo 
de 5%. 11 


Procedimentos invasivos 

Os metodos invasivos em DPN viabilizam 
a coleta direta de material fetal para analise 
em laboratorio, permitindo a realizagao de di- 
versos exames, como o cariotipo para doengas 
cromossomicas, os ensaios enzimaticos para 
erros inatos do metabolismo e a analise mole¬ 
cular para doengas genicas. 

Os principais procedimentos invasivos 
sao a BVC, a amniocentese e a cordocentese. 
Existem outros procedimentos alternativos, 
como pungao de bexiga e pungao intracardia- 
ca; entretanto, estes metodos nao sao utiliza- 
dos de rotina, sendo reservados para situagoes 
especiais. 

A BVC consiste na retirada de fragmentos 
de placenta atraves de uma agulha guiada por 
ultrassonografia. A via preferencial e a transa¬ 
bdominal. A BVC pode ser realizada entre lie 
14 semanas, e tern um risco de abortamento de 
1 a 1,5%. O material coletado pode ser analisa- 
do diretamente e apos cultivo, sendo utilizado 
para estudo citogenetico, ensaio enzimatico e 
analise molecular. 

A amniocentese e a retirada de 20 mL de 
liquido amniotico por agulha, guiada por ul¬ 
trassonografia. Ela pode ser realizada com se- 
guranga a partir de 15 semanas e tern um risco 
de abortamento de 0,5 a 1%. O material utili¬ 
zado para analise sao as celulas fetais flutuan- 
tes no liquido e as enzimas que o compoem. 

A cordocentese e a pungao de vaso umbilical 
para retirada de amostra de sangue fetal. Uma 
agulha guiada por ultrassonografia e introdu- 
zida na cavidade amniotica e depois punciona 
o vaso. Este procedimento e utilizado a partir 
de 18 semanas de idade gestacional, para con- 
firmagao de um resultado duvidoso na amnio¬ 
centese ou na ausencia de liquido amniotico. 
O risco de perda fetal e de 2 a 5%. 



A gestante podera, dentro de ate 48 horas 
apos qualquer dos exames invasivos, sofrer 
perda de liquido amniotico e sangramento, 
podendo ocorrer contragoes. Por este motivo, 
esta indicado repouso absoluto apos o proce- 
dimento, pelo menos durante o dia de realiza- 
gao do exame, e redugao das atividades fisicas 
por ate 72 horas. A perda fetal e a complicagao 
mais grave destes procedimentos. 

Como todos esses procedimentos oferece- 
rem riscos, e muito importante que, ao serem 
indicados aos casais, tenha sido realizada pre- 
viamente uma consulta de aconselhamento 
genetico. E importante que a indicagao de um 
procedimento invasivo seja criteriosa para 
nao expor as pacientes a situagoes temerarias 
sem beneficio. As principais indicagoes para 
amniocentese ou coleta de vilosidades sao 
apresentadas na Tabela 30.2. 

A frequencia das anormalidades cromos¬ 
somicas e especialmente elevada nos casos de 
malformagao fetal. 12 A Tabela 30.3 mostra as 
frequencias das anormalidades cromossomi- 
cas distribuidas de acordo com a indicagao. A 
maior frequencia de anormalidades cromosso- 
micas se encontra no grupo onde a indicagao 
para o exame sao as malformagoes fetais en- 
contradas no ultrassom. 


Detec^ao de 

cromossomopatias fetais 

Cariotipo fetal 

O estudo citogenetico do feto atraves do 
cariotipo fetal pode ser obtido a partir de 


amniocitos cultivados ou por estudo direto 
ou apos cultivo das vilosidades corionicas. 
Isso permite a identificagao de anormalidades 
cromossomicas numericas ou estruturais. A 
frequencia de cromossomopatias e elevada na 
especie humana, sendo detectadas em 0,5% 
dos recem-nascidos, 5% dos natimortos e 50% 
dos abortos. 13 As principais indicagoes para a 
detecgao pre-natal de cromossompatias sao 
apresentadas na Tabela 30.3. 

Hibridizagao in situ 
por fluorescencia (FISH) 

Esta tecnica e o produto da combinagao 
da citogenetica tradicional com a biologia 
molecular, que iniciou na decada de 1980 
em alguns laboratorios selecionados do pri- 
meiro mundo, e teve grande aplicabilidade 
no diagnostico clinico. Ela permite que se¬ 
quences de DNA sejam detectadas em me- 
tafases ou em nucleos interfasicos na propria 
lamina. Isto e, nao ha extragao de DNA: ele e 
estudado diretamente no nucleo ou no cro- 
mossomo. Tanto o DNA-alvo como a sonda 
marcada com material fluorescente sao des- 
naturados (a dupla helice abre com o calor). 
A sonda e o DNA-alvo hibridizam. Com um 
microscopio de fluorescencia e filtros ade- 
quados, e possivel visualizar as sequencias 
marcadas e hibridizadas. A grande vantagem 
desta tecnica e que entre 24 e 48 horas se 
pode obter o diagnostico previo de algumas 
cromossomopatias, como trissomias 13, 18 e 
21, bem como de cromossomos sexuais. A de¬ 
tecgao apenas destas alteragoes abrange 90% 
das cromossomopatias. 14 Para as gestantes 
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TABELA 30.2 

Principais indicacoes para coleta de vilosidades corionicas ou amniocentese 


Idade materna avangada (acima de 35 anos) a 


Filho com cromossomopatia 

Pais portadores de translocagdes cromossomicas 

Filho com erro inato do metabolismo 

Doengas genicas com diagnostico molecular possivel 

Translucencia nucal aumentada 

Malformagao fetal na ecografia 

Triagem serica alterada 

Hidropsia fetal nao imune 

a A definigao de idade materna avangada varia nos diversos centros. No HCPA considera-se indicada amniocentese 

para gestantes a partir dos 38 anos de idade. 
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que normalmente sao ansiosas ou de risco, 
isto e de grande valor. 

Reagao em cadeia da polimerase 
(PCR) e hibridizagao genomica 
comparativa (CGH) 

A PCR (de polymerase chain reaction ) 
pode ser utilizada como um metodo molecular 
alternativo para a detecgao das cromossomo- 
patias mais comuns (13,18,21c cromossomos 
sexuais), tendo como base uma tecnica am- 
plamente difundida da PCR, onde atraves da 
amplificagao de pequenas sequencias de DNA 
(STRs, de short tandem repeats ) pode-se ob- 
ter o diagnostico de uma alteragao quantitati- 
va no material em algumas horas. A interpre- 
tagao da quantificagao dos alelos se da por um 
software , onde picos graficos representam os 
alelos (dois picos equivalem a dois alelos nor¬ 


mals na proporgao de 1:1 e tres picos indicam 
uma trissomia na proporgao de 1:1:1 ou 2:1). 

Outra tecnica molecular que tambem e uti¬ 
lizada para a detecgao de cromossomopatias e 
a CGH (de comparative genomic hybridiza¬ 
tion ), onde todo o genoma do paciente hibri- 
diza com o genoma teste em uma unica reagao. 
Recentemente, foi descrita a possibilidade de 
diagnosticar aneuploidias e determinar o sexo 
fetal em liquido amniotico sem celulas, anali- 
sando o DNA livre no sobrenadante, atraves 
de microarrays e CGH. 15 

Tanto a FISH como a PCR e a CGH sao 
consideradas testes de detecgao rapida de 
aneuploidias (RAD, de rapid aneuploidy 
diagnosis ) que, se por um lado podem aliviar 
(ou nao) a gestante, por outro devem ser con- 
firmados posteriormente com a analise do ca- 
riotipo tradicional. Este ainda e considerado 
o teste padrao-ouro para a detecgao de aber- 


TABELA 30.3 


Indicagoes para a realizagao de procedimentos invasivos e cariotipos anormais 


Indicacao 

primaria 

Numero total 
de casos (%) 

Cariotipos 
obtidos (n) 

Cariotipos 
anormais (%) 

Tipo de anormalidade (n) 

Idade materna 
avangada 

235 (25,9) 

227 

13(5,7) 

Trissomia 21 (10) 

Trissomia 18 (3) 

Malformagao 
fetal no ultrassom 
- nao incluindo 
a translucencia 
nucal 

177(19,5) 

169 

38 (22,5) 

Trissomia 18 (19) 

Trissomia 21 (9) 

Trissomia 13 (4) 

47,_,+mar (2) 

45, X (1) 

Triploidia (1) 

46, XX+13,der(13;14)(q10;q10) (1) 
46,XY,del(18)(p?) (1) 

Filho anterior com 
trissomia 

125(13,8) 

123 

0 

0 

Translucencia 
nucal aumentada 

65 (7,1) 

63 

9(14,3) 

Trissomia 21 (8) 

47,XY,+mar(1) 

Hidropsia fetal 
nao imune 

54 (5,9) 

50 

10(20) 

45, X (4) 

Trissomia 13(2) 

Trissomia 18(2) 

Trissomia 21(1) 

46, XY,+ 14,der(14;21)(q10;q10)(1) 

Outras indicagoes 

249 (27,5) 

247 

4(1,6) 

46,XX,+der(18)add(18)(p11)(1) 

46,XX, t(15; 16)(q21 ;p 12)(1) 
46,XX,inv(12)(q13q23)(1) 

46,XY, t(7;10)(p21;q21)(1) 

Total 

905 

879 

74 (8,4) 



Fonte: Adaptada de Kessler e colaboradores. 12 











ragoes cromossomicas. Os testes rapidos nao 
detectam alteragoes estruturais (balanceadas 
ou nao), nem mosaicismos, e podem falhar 
(falso-negativos) em 1 % dos casos. 16 


Considera^oes finais 

O diagnostico pre-natal de anomalias 
cromossomicas e um importante recurso 


para gestantes com historia familiar de cro- 
mossomopatia ou com detecgao de anoma- 
lia fetal na ultrassonografia. O diagnostico 
etiologico do feto e uma ferramenta essen- 
cial para o aconselhamento genetico, permi- 
tindo estabelecer o prognostico da gestagao 
em curso, o planejamento do parto, bem 
como estimar o risco de uma futura gesta¬ 
gao, garantindo o apoio necessario para o 
casal. 
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Capitulo 31 

Maria Teresa Vieira Sanseverino 
Luiza Emy Dorfman 


Alteragoes citogeneticas 
na infertilidade e nos 
abortamentos de repeti^ao 


Introdu^ao 

Neste capitulo, serao abordadas as princi- 
pais cromossomopatias relacionadas com in¬ 
fertilidade, como a sindrome de Klinefelter em 
homens e a sindrome de Turner em mulheres. 
Serao tambem revisadas as principals altera¬ 
goes citogeneticas relacionadas aos abortos e 
a anormalidades citogeneticas em casais com 
abortamento de repetigao. 


Infertilidade relacionada 
a cromossomopatias 

A infertilidade, primaria ou secundaria, 
esta presente em cerca de 10% dos casais, por 
etiologias variadas, incluindo fatores mascu- 
linos, fatores femininos e infertilidade sem 
causa aparente. As anormalidades geneticas, 
incluindo as anormalidades cromossomicas, 
sao responsaveis por uma parcela significativa 
dos casos. 

Na infertilidade masculina, a frequencia de 
alteragoes cromossomicas esta em torno de 
13,7% nos homens com azoospermia nao obs- 
trutiva e 4,6% nos homens oligospermicos, 
sendo as alteragoes mais frequentes a sindro¬ 
me de Klinefelter e as translocagoes cromos¬ 
somicas balanceadas. 

A seguir, sao revisadas as principais alte¬ 
ragoes cromossomicas que se relacionam com 
infertilidade masculina e feminina. 


Sindrome de Klinefelter 

A sindrome de Klinefelter (cariotipo 
47,XXY) apresenta uma prevalencia elevada, 
correspondendo a 1/600 a 1/800 homens. 
Em aproximadamente 50% dos casos, o cro- 
mossomo X adicional tern origem paterna. 
Por outro lado, a frequencia da sindrome 
esta relacionada diretamente a idade mater- 
na, sendo de 1/2.500 e 1/300 recem-nascidos 
(RNs) vivos em maes de 33 e 43 anos, respec- 
tivamente. 

Esta sindrome costuma ser detectada como 
um achado inesperado em amniocentese para 
diagnostico pre-natal (DPN) citogenetico por 
idade materna avangada e em homens em in- 
vestigagao de infertilidade. 

Os principais achados clinicos sao criptor- 
quidia, tendencia a alta estatura (media 186 
cm em relagao 177 cm para 46,XY) e gineco- 
mastia transitoria. A entrada na puberdade 
ocorre normalmente, podendo posteriormen- 
te ocorrer involugao dos testiculos com hipo- 
gonadismo hipergonadotrofico e diminuigao 
da produgao de testosterona. A genitalia e 
normal, exceto por diminuigao no volume dos 
testiculos, e o desempenho sexual e normal. 

O tratamento precoce com testosterona 
corrige a deficiencia de androgenos, evitando 
sintomas e sequelas, mas nao tern efeito posi- 
tivo sobre a fertilidade. 1 

Com rarissimas excegoes, os homens 
47,XXY sao inferteis, sendo provavel que haja 
mosaicismo nos raros homens espontanea- 
mente ferteis. 





Os homens com smdrome de Klinefelter 
podem se beneficiar da reprodugao assistida, 
utilizando a tecnica de injegao intracitoplas- 
matica de espermatozoides (ICSI). Em alguns 
casos, e possivel identificar espermatozoides 
no ejaculado; para a maioria dos casos sera 
necessaria a aspiragao de espermatozoides di- 
retamente do testiculo (TESA), que tern sido 
possivel em cerca de 50% dos casos de ho¬ 
mens 47,XXY. 

Diversos estudos de analise cromossomi- 
ca de espermatozoides obtidos de homens 
47,XXY por tecnica de hibridizagao in situ por 
fluorescencia (FISH), evidenciam uma frequ¬ 
encia elevada de aneuploidias sexuais e de au- 
tossomos. O mecanismo nao esta claro, mas 
e sugerido que a presenga do cromossomo X 
adicional interfira diretamente com a meiose. 
Outros autores sugerem que o ambiente testi¬ 
cular comprometido nos homens 47,XXY seja 
responsavel pelos erros meioticos. 

Por essa razao, esta indicado o diagnostico 
genetico pre-implantacional (PGD, de preim¬ 
plantation genetic diagnosis ) com FISH para 
os cromossomos X, Y, 13, 18, 21 e 22 em em¬ 
brioes de homens com smdrome de Klinefelter 
resultantes de ICSI. Varios relatos e series de 
caso de PGD em homens com a smdrome mos- 
tram uma frequencia elevada de aneuploidias 
nos embrioes testados. 

Um estudo comparou a frequencia de 
aneuploidias em 118 embrioes submetidos 
a PGD de homens 47,XXY em relagao a 578 
embrioes controle testados para sexagem por 
doengas ligadas ao X. 2 Foi encontrada uma 
frequencia maior de aneuploidias envolvendo 
os cromossomos sexuais 18 e 21, sendo que a 
frequencia de embrioes normais foi significa- 
tivamente mais baixa (54%) em relagao aos 
controles (77,2%), reforgando a indicagao de 
PGD em procedimento de fertilizagao assisti¬ 
da para homens com smdrome de Klinefelter. 

Outras opgoes reprodutivas devem ser dis- 
cutidas com o casal, como a adogao e a fertili¬ 
zagao assistida com esperma de doador. 

Outras causas geneticas de 
infertilidade masculina 

Microdelegoes do Y: aproximadamen- 
te 10 a 15% dos homens com azoospermia 


(ausencia de espermatozoides no ejaculado) 
idiopatica ou oligospermia severa (menos de 
10 x 10 6 espermatozoides/mL) apresentam 
delegao do AZF (fator de azoospermia), sendo 
mais frequente a microdelegao AZFc que re¬ 
move um fragmento de cerca de 4 Mb do bra- 
go longo do cromossomo Y. As microdelegoes 
nao sao identificaveis pelas tecnicas de cito- 
genetica convencional, sendo diagnosticadas 
por estudos moleculares. 

E importante considerar que alteragoes mo- 
nogenicas tambem contribuem para as causas 
geneticas de infertilidade masculina. Por exem- 
plo, em 99% dos pacientes com fibrose cistica 
por mutagoes no gene CFTR ocorre ausencia 
congenita bilateral dos ductos deferentes. 

Smdrome de Turner 

A smdrome de Turner (ST) afeta 1 em cada 
2.500 bebes nascidos vivos do sexo feminino. 
Falencia ovariana precoce e disgenesia gonadal 
sao particularidades desta smdrome. A ame- 
norreia primaria, tambem caracteristica, parece 
ser resultado de uma disfungao ovariana devi- 
do a degeneragao anormal e rapida dos oocitos 
e foliculos. A maioria das afetadas e infertil. O 
mosaicismo e frequente e observado quando 
diversos tecidos sao testados. Pacientes com ST 
podem apresentar variagoes no cariotipo, alem 
da linhagem 45,X como: um cromossomo X 
normal e outro com rearranjo estrutural, isocro- 
mossomo Xq (associado ou nao a uma linhagem 
celular 45,X), delegao Xp, anel do X (pode nao 
afetar a fungao ovariana e ser transmitido para 
a prole). Mosaicos 45,X/46,XY apresentam um 
problema adicional devido a presenga do cro¬ 
mossomo Y, com risco de desenvolvimento de 
tumor maligno, sendo entao indicada, de forma 
preventiva, a extirpagao cirurgica das gonadas. 

Em estudos com casais inferteis sao raras 
as pacientes 45,X nao mosaico. Algumas mu- 
lheres com ST, utilizando gametas doados, ti- 
veram gravidez em programas de reprodugao 
assistida. Por outro lado, mosaicos de ST du¬ 
rante a puberdade possuem parte da fungao 
ovariana, mas apenas de 2 a 5% conseguem 
engravidar. Publicagoes recentes 3 tern indica¬ 
do a preservagao da fertilidade principalmen- 
te para adolescentes mosaico ST, por criopre- 
servagao de tecido ovariano e/ou oocitos antes 
que ocorra a falencia ovariana. 
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Nos casos de mosaicismo para esta sin- 
drome, ainda nao se sabe ao certo qual e a in- 
fluencia da linhagem de celulas alteradas na 
fertilidade. Acredita-se que em mosaicismos 
baixos, com menos de 10% de celulas 45,X e 
sem o estigma classico da doenga, nao ocor- 
ram alteragoes na fungao reprodutiva. 

Apos o nascimento de uma crianga ou 
aborto com ST, o risco de recorrencia de abor- 
to e bastante baixo. Mulheres com rearranjos 
estruturais do cromossomo X possuem um 
alto risco de recorrencia, e o fenotipo do nas- 
cido pode ser grave ou, o que e mais comum, a 
gravidez pode ser letal para fetos masculinos. 
A gestagao espontanea e rara - nestes casos, e 
indicado o acompanhamento pre-natal devido 
ao risco de trissomia 21 e 45,X. Durante a gra¬ 
videz, as alteragoes cardiacas - caracteristicas 
de parte das mulheres com ST - podem ser 
agravadas e causar a morte da paciente devido 
a ruptura da aorta. 

Outras causas de falencia 
ovariana prematura 

E importante mencionar que existem ou¬ 
tras causas geneticas relacionadas a falencia 
ovariana prematura, como mulheres com pre- 
-mutagoes para a sindrome do X fragil e muta- 
goes nos genes dos receptores dos hormonios 
FSH e LH, que devem ser investigadas a partir 
de uma historia familiar sugestiva. 

Outras aneuploidias sexuais 

Mulheres 47 ,XXX (sindrome do 
triplo X): sua frequencia e de 1/1.000 a 
1/1.200 meninas, com efeito significativo da 
idade materna. Clinicamente, nao ocorrem 
dismorfias e a sindrome nao esta relaciona- 
da a retardo mental. Na maioria dos casos, a 
fertilidade e preservada, e os filhos sao cro- 
mossomicamente normais. 

Homens 47 ,XYY: a presenga de um cro¬ 
mossomo Y adicional ocorre em 1/1.000 RNs 
do sexo masculino. Nao esta relacionada a dis¬ 
morfias, e a relagao com alteragoes cognitivas 
leves a alteragoes de comportamento e contro- 
versa. A maioria dos homens 47,XYY e fertil, e 
nao ha aumento na frequencia de anormalida- 
des cromossomicas nos espermatozoides. 


Investiga^ao citogenetica 
em abortamentos 

Frequencia de cromossomopatias 
em abortos espontaneos 

Aborto e a perda espontanea do embriao ou 
feto antes da 20 s semana de gravidez. O abor- 
tamento e a principal complicagao da gravidez, 
com uma incidencia total - gravidez clinica e 
bioquimica (exame de phCG positivo) - de 
50% das gestagoes. Os abortos espontaneos 
ocorrem em ate 30% das gestagoes clinicas 
(exame de phCG positivo, presenga de saco 
gestacional e batimentos cardiacos fetais) e em 
sua maioria antes do final do primeiro trimes- 
tre de gestagao. Durante estes tres meses, cerca 
de 70% dos abortos ocorrem antes das seis pri- 
meiras semanas de gestagao. O abortamento e 
dito precoce quando acontece ate a I2 a semana 
de gestagao, e tardio entre a 13 s e a 20 a semana. 
A taxa de perda espontanea diminui com o de- 
senvolver da gestagao (Tabela 31.1). 

A principal causa dos abortos espontane¬ 
os sao alteragoes cromossomicas, cuja inci¬ 
dencia e de ate 50% nas perdas precoces, nao 
tendo taxas significativas nas perdas tardias. 
Estudos utilizando hibridizagao genomica 
comparativa (CGH) e array-CGH encontra- 
ram taxas maiores de alteragoes cromossomi¬ 
cas (de 60-70%) em amostras de vilosidades 
corionicas que nao responderam ao cultivo 
celular. Cariotipos de materiais de aborto 
apresentam principalmente trissomias nos 
cromossomos autossomos 16, 22, 21, 18 e 13. 
Estas alteragoes normalmente estao associa- 
das a nao disjungao cromossomica durante a 
meiose. As monossomias e as trissomias tam- 
bem sao encontradas, porem em menor fre¬ 
quencia (Tabela 31.2). Na maioria das vezes, 
casais que sofreram um unico abortamento 
espontaneo apresentam cariotipo normal. 

O estudo citogenetico do material de abor¬ 
tamento pode solucionar a causa da perda do 
embriao ou feto. Para a obtengao de metafa- 
ses, laboratorios especializados fazem o culti¬ 
vo de vilosidades corionicas ou de tecido fetal. 
O cultivo de restos ovulares, como tambem e 
chamado, muitas vezes e dificil ou impossibi- 
litado devido a contaminagao da amostra por 
fungos ou bacterias, ao longo tempo ate che- 
gar ao laboratorio, a embalagem e a solugao 



TABELA 31.1 

Incidencia de interrupgao precoce espontanea da gestagao 
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Fonte: Adaptada de Firth e colaboradores. 4 


(formol ou alcool) de transporte inadequadas. 
Para que a amostra chegue em condigoes de 
ser cultivada, o ideal e que seja enviada ao la- 
boratorio assim que possivel, em frasco esteril 
com soro fisiologico e refrigerado. Todos es- 
tes cuidados sao necessarios para que o teci- 
do chegue vivo ao seu destino. Em casos nos 
quais nao ocorre crescimento celular, ainda e 
possivel fazer a analise por reagao em cadeia 
da polimerase (PCR) ou FISH. 

Anormalidades 
cromossomicas relacionadas 
a abortamento recorrente 

Diz-se que um casal tern abortos de repe- 
tigao quando ocorrem tres ou mais perdas 


consecutivas. Abortos recorrentes (ARs) po- 
dem ser causados por fatores geneticos, ana- 
tomicos, endocrinos, imunologicos, infeccio- 
sos, trombofilicos e tambem devido a fatores 
inexplicaveis. Os ARs atingem de 1 a 2% das 
mulheres ferteis. 

Casais com historico de infertilidade, abor¬ 
tos, natimortos ou nascimento de crianga com 
multiplas anomalias congenitas, com ou sem 
retardo mental, apresentam um grande in- 
dicio de serem portadores de anomalias cro¬ 
mossomicas. Cerca de ate 6 % dos casais que 
sofrem de AR possuem alteragoes cromosso¬ 
micas. Os ARs podem ser causados por ano¬ 
malias estruturais cromossomicas em um dos 
genitores, ou seja, alteragoes que envolvem 
rearranjos sem que ocorra perda ou ganho 
de material genetico, como as translocagoes e 


TABELA 31.2 

Percentagem das alteragoes cromossomicas mais comuns detectadas em aborto espontaneo 



‘Trissomia 16 e muito comum, representando 30% das trissomias. 
Fonte: Adaptada de Firth e colaboradores. 4 
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inversoes. Quando um dos pais e portador de 
um rearranjo cromossomico, a probabilidade 
de que ocorra aborto e de 25 a 50%. 

A incidencia de anormalidades cromos¬ 
somicas e, em geral, maior nas mulheres do 
que nos homens. Na mulher, acredita-se que 
a presenga de alteragoes cromossomicas nao 
interfira no processo meiotico e, na maioria 
das vezes, e compativel com a oogenese, au- 
mentando assim o risco de formar gametas 
aneuploides. No homem, geralmente essas 
alteragoes podem estar associadas a baixa 
concentragao seminal e, consequentemente, a 
esterilidade. 

A seguir, sao apresentadas as principals 
alteragoes cromossomicas nos genitores que 
podem causar AR. 

Mosaicismo cromossomico 

O mosaicismo de alteragao cromossomica 
pode causar anomalias no desenvolvimento 
do individuo. Quanto maior for a proporgao 
da linhagem de celulas alteradas, mais afetado 
podera ser o individuo. 

O mosaicismo cromossomico baixo - me- 
nos de 10% das celulas alteradas - e obser- 
vado em casais com cariotipo normal, histo- 
ria de AR e/ou filhos com a mesma alteragao 
cromossomica, por exemplo, trissomia do 
cromossomo 21 ou 18. Esta linhagem anormal 
pode ocorrer em 1 a 2% das celulas e passar 
despercebida em uma analise citogenetica 
convencional, alem de que este mosaico pode 
nao estar presente nos linfocitos, mas somente 
no tecido gonadal ou vice-versa. Nestes casos 
onde ha suspeita de mosaico cromossomico 
em um dos pais, mas o cariotipo e normal, o 
indicado em uma futura gestagao e acompa- 
nhamento e DNP. 

Normalmente, a monossomia de cromos¬ 
somo sexual em mosaico e resultado da perda 
de um cromossomo instavel, isto e, anel do X 
ou Y, dicentrico X ou Y, e delegao com tenden- 
cia a reuniao das cromatides em seus pontos 
de quebra. Para os cromossomos autossomos 
nao sao encontrados mosaicismos porque sua 
monossomia e letal. 


Translocagoes 
cromossomicas reciprocas 

Translocagao reciproca e a troca de mate¬ 
rial genetico entre dois cromossomos nao ho¬ 
mologos, podendo ser balanceada ou desba- 
lanceada. As translocagoes reciprocas, nao ro- 
bertsonianas, devido ao numero e a variedade 
ja vistos, representam os mais frequentes ti- 
pos de alteragoes cromossomicas no homem. 
A frequencia de translocagoes balanceadas na 
populagao em geral e estimada em 0,17%. Em 
casais com dificuldades de gestagao esta per- 
centagem e mais alta. 

A maioria das perdas espontaneas ocorre 
devido a translocagao balanceada em um dos 
genitores, que pode causar alteragoes nos cro¬ 
mossomos dos gametas e, consequentemente, 
nos seus embrioes. Gametas malformados 
muitas vezes ocasionam infertilidade, abortos 
de repetigao e nascimento de criangas com 
malformagoes. Em casais portadores destas 
alteragoes, os produtos de uma concepgao 
podem apresentar cariotipo normal, a mesma 
alteragao cromossomica balanceada do proge¬ 
nitor portador ou, ainda, uma alteragao cro¬ 
mossomica desbalanceada. 

Em alguns casos raros, a translocagao re¬ 
ciproca envolve mais de dois cromossomos, o 
que dificulta a formagao de gametas cromos- 
somicamente normais. Nestes casos, a utiliza- 
gao de gametas doados pode ser uma solugao 
para o casal. 

O diagnostico da translocagao reciproca 
em pacientes inferteis e bastante importante 
quando o casal deseja filhos. Com o auxilio 
da reprodugao assistida, e possivel selecio- 
nar embrioes cromossomicamente normais a 
partir da tecnica de diagnostico genetico pre- 
-implantacional (PGD, de preimplantation 
genetic diagnosis ). 

Translocagoes robertsomanas 

As translocagoes robertsonianas (TRs) sao 
rearranjos estruturais que envolvem trocas 
completas entre os bragos curtos dos cromos¬ 
somos acrocentricos, resultando na fusao de 



dois cromossomos acrocentricos atraves do 
centromero. Elas podem envolver os cromos¬ 
somos 13, 14, 15, 21 e 22. 

Quanto a frequencia, as TRs sao alteragoes 
comuns em humanos, estando presentes em 
1/1.000 RNs, 1/900 amniocenteses de segun- 
do trimestre, e correspondendo a 1% de todas 
as anormalidades cromossomicas. 

As TRs sao identificadas em 1,1% dos casais 
com abortos de repetigao e 2 a 3% dos homens 
inferteis. A metade acontece de novo , sendo 
98% originados na meiose materna, mas a 
ocorrencia das TRs nao tern associagao com 
a idade materna. As TRs mais comuns sao a 
rob(i3q;i4q) e a rob(i4q;2iq), que correspon- 
dem a 75 e 13% das TRs, respectivamente. 

A meiose de um portador de uma TR ba- 
lanceada pode produzir gametas normais, 
balanceados, nulissomicos ou dissomicos 
(ver Capitulo 8, Figura 8.21b). As concepgoes 
monossomicas sao inviaveis e resultam em 
aborto precoce ou na perda de gestagoes pre- 
-clinicas. As trissomias 14 e 15 e a maioria das 
trissomias 13, 21 e 22 tambem evoluem para 
aborto espontaneo. Assim, o principal risco 


para a prole de um portador de TR e trissomia 
21 ou 13 e dissomias uniparentais 14 ou 15. 4 

A presenga de uma TR nao tern efeito sobre 
os outros cromossomos durante a divisao ce- 
lular, 5 portanto, nao modifica o risco de outras 
alteragoes cromossomicas. A Tabela 31.3 re¬ 
sume os riscos para a prole de um portador de 
uma TR balanceada. 

O PGD pode ser uma boa opgao para os 
casais com TR, especialmente quando estao 
presentes problemas de fertilidade. Para os 
casais em que um dos dois apresenta uma TR, 
o PGD diminui o risco de aborto e permite 
o nascimento de um filho normal em tempo 
mais curto em relagao a concepgoes esponta- 
neas (12,9 meses x 3,5 anos). Entretanto, para 
casais j ovens e ferteis nao se deve ignorar a 
chance de uma crianga saudavel por concep- 
gao espontanea. 6 

Polimorfismos e infertilidade 

Polimorfismos cromossomicos sao va- 
riagoes que ocorrem na populagao em geral, 
envolvendo regioes de heterocromatina pre- 
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TABELA 31.3 

Risco de um filho com aneuploidia ou dissomia uniparental quando um dos pais e portador de 
uma translocacao cromossomica heterologa 



Fonte: Adaptada de Gardner e Sutherland. 7 
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sentes nos cromossomos 1, 9, 16 e Y e regi- 
oes organizadoras de nucleolo (NORs) nos 
cromossomos acrocentricos. Estudos recen- 
tes observaram que estes polimorfismos, ate 
entao considerados variagoes normais, apare- 
cem em frequencias mais elevadas em grupos 
de casais inferteis. 8 ’ 9 Um dos trabalhos com- 
parou casais inferteis com grupo controle de 
casais ferteis, notando uma incidencia signi- 
ficativamente maior de polimorfismos como 
9qh+ em homens e mulheres inferteis, e Yqh+ 
nos homens inferteis. 9 

A inversao do cromossomo 9, assim como 
a heterocromatina bastante aumentada do 9 
ou do Y, e facil de ver observada em bandea- 
mento GTG. Recomenda-se que somente poli¬ 
morfismos extremamente significativos sejam 
mencionados no laudo, ou seja, quando a re- 
giao for pelo menos o dobro da corresponden- 
te do outro homologo. O cromossomo Y pode 
ser comparado com o 22, que possui tamanho 
semelhante. Ainda nao se sabe de fato qual e a 
fungao da heterocromatina nos cromossomos, 
porem, sugere-se que estas variagoes nao de- 
vam ser ignoradas tanto pelo citogeneticista 
quanto pelo medico que solicitou o exame. 

Falhas repetidas de implantagao 

As falhas de implantagao apos procedi- 
mentos de reprodugao assistida tern sido as- 
sociadas a aneuploidias no embriao. Estudos 
de citogenetica molecular em gametas mas- 
culinos e femininos (corpusculo polar) tern 


mostrado que os casais com cariotipo normal 
que apresentaram falhas recorrentes de im¬ 
plantagao apresentam uma maior frequencia 
de aneuploidias tanto em ovulos quanto em 
espermatozoides. 10 


Investiga^ao citogenetica 
na infertilidade primaria 
e secundaria 

A investigagao da infertilidade masculina 
e feminina e realizada preferencialmente por 
profissionais especializados em reprodugao 
humana. As anormalidades geneticas, incluin- 
do as alteragoes citogeneticas mencionadas 
anteriormente, contribuem com uma peque- 
na parcela dos casos, mas a sua presenga de- 
termina particularidades para o manejo tera- 
peutico. Assim, as causas geneticas devem ser 
investigadas sempre que houver indicagao. As 
principais indicagoes para estudo citogenetico 
nos casos de infertilidade primaria ou secun¬ 
daria sao apresentadas na Tabela 31.4. 

Existe uma discussao na literatura a res- 
peito da indicagao de cariotipagem para todos 
os casais que serao submetidos a ICSI, consi- 
derando que anormalidades cromossomicas 
sao comuns na populagao em geral e mais 
frequentes em casais inferteis, e que os pro- 
cedimentos de fertilizagao assistida impedem 
mecanismos naturais para evitar concepgoes 
cromossomicamente desbalanceadas. 11 Varios 
grupos tern encontrado frequencias mais ele- 


TABELA 31.4 

Indicagoes para investigagao citogenetica em casais com infertilidade primaria ou secundaria 


Indicagoes 


Abortamentos recorrentes 
Amenorreia primaria 
Anormalidades ovulatorias 

Historia familiar de malformagoes, retardo mental ou cromossomopatia 
Historia familiar de infertilidade 
Infertilidade masculina sem causa aparente 
Oligospermia/azoospermia 

Presenga de dismorfias ou malformagoes congenitas 
Preparagao para ICSI 
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vadas de anormalidades cromossomicas tanto 
em homens quanto em mulheres com inferti- 
lidade candidates a procedimentos diversos 
de reprodugao assistida. 12 Por outro lado, a 
frequencia de anormalidade cromossomica 
nao difere do esperado em mulheres com fun- 
gao ovariana normal. Nesse contexto, deve-se 
considerar o impacto de uma anormalidade 
cromossomica nao diagnosticada no resulta- 
do dos tratamentos de fertilizagao, tanto em 
termos da diminuigao do sucesso quanto em 
relagao ao risco de uma anormalidade desba- 
lanceada no concepto. 
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Capitulo 32 


Mariana Saikoski Faller 


Diagnostico genetico 
pre-implantagao , 


Introdu^ao 

O diagnostico genetico pre-implantagao, 
ou do termo em ingles preimplantation gene¬ 
tic diagnosis (PGD), e uma forma precoce de 
diagnostico pre-natal (DPN), onde embrioes 
formados in vitro podem ser avaliados quanto 
a alteragoes geneticas predefinidas. O diagnos¬ 
tico envolve a retirada de um ou mais nucleos 
de blastomeros, de celulas do trofoectoderma 
embrionario ou dos corpusculos polares do 
gameta feminino para posterior analise com 
diferentes tecnicas de biologia molecular. 

Introduzido somente a partir da decada 
de 1990, como tecnica experimental, 1 o PGD 
apresenta-se atualmente como procedimento 
estabelecido dentre as tecnicas da medicina 
reprodutiva. Esta alternativa precoce de DPN 
tornou-se possivel a partir do desenvolvimen- 
to das tecnicas de fertilizagao in vitro (FIV). 

A partir de 1978, com o nascimento do pri- 
meiro bebe concebido com a utilizagao das 
tecnicas de FIV, 2 tem-se visto uma grande 
expansao na aplicagao e no desenvolvimento 
dessas tecnicas. Atualmente, cerca de 1% de 
todos os nascimentos sao concebidos com a 
utilizagao das praticas de FIV. 

As tecnicas de FIV introduzidas nos anos 
de 1970 nao apenas revolucionaram o trata- 
mento de pacientes inferteis como tambem 
proporcionaram o acesso a avaliagao dos ga- 
metas femininos e embrioes pre-implantagao. 
A evolugao da medicina genomica e os cres- 
centes avangos nas areas de diagnostico gene¬ 
tico possibilitaram a avaliagao de alteragoes 
cromossomicas e geneticas constitucionais 
em celulas unicas. 


Obtengao de 
gametas e embrioes 

Para a realizagao do PGD, e necessaria 
obrigatoriamente a utilizagao das tecnicas de 
reprodugao assistida com FIV. A FIV consis- 
te em todas as tecnicas de interagao entre os 
gametas masculino e feminino realizadas com 
ambos no laboratorio, objetivando a formagao 
de zigotos e embrioes. 

As tecnicas envolvem varios passos, sendo 
que os casais, ao se submeterem aos procedi- 
mentos, devem estar cientes da complexidade 
dos processos. A mulher inicia um tratamen- 
to com medicamentos para estimulagao ova- 
riana, sendo necessario o acompanhamento 
do recrutamento e crescimento dos foliculos 
por ecografia transvaginal. O processo de esti¬ 
mulagao ocorre na busca de um maior recru¬ 
tamento folicular e consequente obtengao de 
um maior numero de oocitos. 

A obtengao de um grande numero de oo¬ 
citos pode proporcionar um maior numero 
de embrioes. A quantidade e a qualidade dos 
embrioes podem ser determinantes para a 
realizagao do PGD. De acordo com o guide¬ 
line ESHRE PGD Consortium, 3 e aceitavel a 
exclusao de embrioes de baixa qualidade do 
processo de biopsia e PGD. O reduzido apro- 
veitamento da tecnica e o baixo sucesso para 
embrioes com atraso de desenvolvimento e de 
baixa qualidade ja foram amplamente relata- 
dos, o que torna essencial o numero de embri¬ 
oes com qualidade para a realizagao do PGD, 
sabendo-se que, de acordo com a alteragao em 
questao, cerca de 50% dos embrioes avaliados 
podem apresentar-se afetados. 





Findado o crescimento folicular, os foli- 
culos sao aspirados por uma pungao por via 
transvaginal guiada por ultrassonografia, e os 
oocitos captados sao separados do fluido fo¬ 
licular em ambiente laboratorial. Neste dia, 
uma amostra contendo espermatozoides e 
conjuntamente preparada no laboratorio. 

A formagao do embriao comega com a fer¬ 
tilizagao; esta, por sua vez, da o gatilho para o 
oocito completar o processo de meiose II (veja 
o Capitulo 3). Com a formagao do zigoto, cerca 
de 18 a 22 horas apos a fertilizagao ocorre a 
visualizagao dos pronucleos masculino e femi- 
nino. Apos a jungao dos pronucleos, o desen- 
volvimento do embriao ocorre atraves de um 
processo que engloba a reprogramagao celu- 
lar, uma serie de clivagens sequenciais e a ati- 
vagao do genoma embrionario. Uma serie de 
divisoes celulares segue ate aproximadamen- 
te o quarto dia de desenvolvimento, quando 
o embriao comega o processo de compactagao 
para formar a morula e, em seguida, comegam 
as primeiras diferenciagoes celulares com a 
formagao de uma massa celular interna e uma 
camada externa formando o trofoectoderma 
do blastocisto. 

No processo de FIV, o dia da pungao foli¬ 
cular e fertilizagao e considerado “dia o”. O 
dia seguinte, onde os pronucleos podem ser 
visualizados, segue como “dia 1”, e no “dia 2” 
ocorrem as primeiras clivagens. No “dia 3” o 
embriao atinge o estagio de 6 a 8 celulas. No 
“dia 4” ocorre a compactagao e a formagao da 
morula, podendo, entao, ocorrer a formagao 
de um blastocisto jovem a partir do “dia 5”. No 
“dia 6” o blastocisto encontra-se em processo 
de expansao - a manutengao a partir desta 
fase torna-se inviavel pois comegam os movi- 
mentos de contragao e expansao findando na 
ruptura da zona pelucida e extrusao do blasto¬ 
cisto para fixagao na camada endometrial do 
uter o materno. 


Atualmente, dispomos basicamente de 
duas formas para a FIV: as tecnicas de FIV 
convencional e a injegao intracitoplasmatica 
de espermatozoide (ICSI). 

A FIV convencional (Quadro 32.1) con- 
siste na coleta e no preparo do semen, assim 
como na pungao e separagao dos oocitos, com 
a posterior jungao dos gametas em uma mes- 
ma placa de cultivo celular. A interagao entre 
os gametas ocorre em um ambiente com tem- 
peratura e umidade controladas, mas sem o 
auxilio de um operador. Cada oocito entrara 
em contato com cerca de 100 mil espermato¬ 
zoides, entretanto, apenas um deve penetrar 
a zona pelucida (ZP) por completo para uma 
fertilizagao correta (Figura 32.1). 

A partir desta tecnica, ocorre a dissocia- 
gao da massa celular do complexo cumulus- 
- oophorus , a adesao e a ligagao dos esperma¬ 
tozoides a ZP, a exocitose do acrossomo e a 
penetragao de um espermatozoide (ou mais 
em caso de falha no bloqueio da ZP) no oocito. 
Por este processo, muitos espermatozoides, 
por mais que nao tenham penetrado, perma- 
necem aderidos a ZP. 5 Apos a fertilizagao, a 
sequencia de desenvolvimento celular segue 
com o cultivo in vitro dos embrioes. 

Em julho de 1992, Palermo e colaborado- 
res 6 publicaram a primeira gestagao e nas- 
cimento apos a transference de embrioes 
gerados por uma nova tecnica de FIV, a in¬ 
jegao intracitoplasmatica de espermatozoide 
(ICSI) (Quadro 32.2). Na ICSI, um unico 
espermatozoide e microinjetado em cada oo¬ 
cito, sendo depositado no citoplasma apos a 
passagem pela ZP e ruptura da membrana 
oocitaria (oolema) (Figura 32.2). A retirada 
das celulas do cumulus ocorre pre-injegao in¬ 
tracitoplasmatica, por agao da hialuronidase, 
sem a interagao de diversos espermatozoides 
com o oocito. 
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QUADRO 32.1 


Fertilizagao in vitro convencional 


A FIV convencional e uma tecnica amplamente utilizada, que se constitui basicamente na interagao 
oocito-espermatozoide in vitro para fertilizagao. Quando a fertilizagao ocorre in vitro pelo metodo 
convencional, existe ainda uma selegao natural do espermatozoide, e mesmo que esta ocorra a 
partir de uma coorte selecionada de espermatozoides capacitados, 4 o processo nao e operador- 
-dependente. 
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QUADRO 32.2 


Injeqao intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) 

A sigla ICSI, amplamente utilizada, e derivada da denominagao em ingles da tecnica intracytoplas- 
mic sperm injection, a qual se constitui basicamente da selegao e introdugao de um espermatozoi¬ 
de (gameta masculino) em um oocito (gameta feminino) com o auxilio de um aparelho de redugao 
de movimentos, um micromanipulador. Esta normalmente e a tecnica eletiva para a formagao de 
embrioes para posterior avaliagao genetica. Por nao entrar em contato com diversos espermatozoi- 
des, como na tecnica de FIV convencional, a quantidade de material genetico externo ao emb 
fica bastante reduzida, diminuindo posslveis falhas e contaminagoes externas nos resultados. 



A retirada das camadas celulares do cumu¬ 
lus juntamente com a ausencia de espermato- 
zoides aderidos a ZP minimiza a possibilidade 
de contaminagao do DNA do blastomero com 
DNA de celulas externas, diminuindo assim 
erros de diagnostico e avaliagao dos embrioes 
e tornando a tecnica de ICSI o processo eletivo 
para posterior biopsia embrionaria. 

Embrioes derivados de FIV convencio¬ 
nal podem sofrer biopsia, entretanto, a ICSI 
e recomendada como a melhor pratica pelo 
Guidelines de Thornhill e colaboradores 3 para 
os casos em que a analise do blastomero ve- 
nha a ser realizada por reagao em cadeia da 
polimerase (PCR). 

Diversos estudos foram motivados pela 
ampla utilizagao da tecnica de ICSI, buscando 
diagnosticar possiveis prejuizos na qualidade 
dos embrioes derivados deste processo. Em 
estudo recente, Yoeli e colaboradores 4 obser- 


varam que a qualidade do embriao nao parece 
ser influenciada pela tecnica de fertilizagao in 
vitro (FIV convencional ou ICSI), sugerindo 
que a qualidade depende de fatores intrinse- 
cos dos gametas envolvidos. 

O processo de cultivo e desenvolvimento 
embrionario segue da mesma maneira tanto 
para embrioes derivados de FIV convencional 
quanto de ICSI, sendo diferenciado apenas 
pela tecnica de fertilizagao aplicada. 


Diagnostico genetico 
pre-implanta^ao (PGD) 

O PGD e realizado atraves da remogao e 
analise do material derivado de oocitos e/ou 
embrioes em diferentes estagios de desenvol¬ 
vimento (Quadro 32.3). Este procedimento e 
utilizado para o diagnostico genetico de doen- 



Figura 32.1 

(a) Oocito em Mil 
com visualizagao do 
primeiro corpusculo 
polar, (b) Interagao 
espermatozoides/ 
oocito, objetivando 
a fertilizagao. (c) Vi¬ 
sualizagao dos dois 
corpusculos polares 
pos-fertilizagao e 
presenga dos dois 
pronucleos (c? e 
5 ). (d) Embriao 4 
celulas. (e) Embriao 
8 celulas. 
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Figura 32.2 

(a) Oocito em Mil com 
visualizagao do primeiro 
corpusculo polar, (b) 
Injegao intracitoplasma- 
tica do espermatozoide. 
(c) Visualizagao dos dois 
corpusculos polares pos 
fertilizagao e presenga 
dos dois pronucleos 
(cj e ^). (d) Embriao 
4 celulas. (e) Embriao 
8 celulas. 



(a) Oocito 




(b) Injegao intracitoplasmatica 
de espermatozoide 




(c) Zigoto 2 
pronucleos 


Espermatozoides 



(e) Embriao 
8 celulas 




(d) Embriao 
4 celulas 



gas monogenicas comuns ou raras com um pa- 
drao de heranga simples e para o diagnostico 
de aneuploidias ou alteragoes cromossomicas 
estruturais especificas. Atualmente, o PGD e 
utilizado para diagnosticar mais de 200 do- 
engas diferentes, incluindo fibrose cistica, Tay 
Sach’s, hemofilias, doenga de Huntington, 
sindrome do X fragil, entre outras, podendo 
tambem ser utilizado para determinagao do 
HLA 7 

As informagoes quanto a alteragoes gene- 
ticas derivadas de oocitos podem ser obtidas 
a partir de uma biopsia e avaliagao dos cor¬ 
pusculos polares. 8 Os embrioes podem ser 
analisados a partir de um ou dois blastomeros 
retirados no terceiro dia pos-fertilizagao 1 ou 
atraves da analise de algumas celulas removi- 
das do trofoectoderma do embriao em estagio 
de blastocisto. 9 ’ 10 


Tecnicas para retirada 
de corpusculos polares, 
blastomeros e celulas 
do trofoectoderma 

A biopsia para retirada do material pode 
ser realizada em tres estagios de desenvolvi- 
mento pre-implantagao: 

1 . Oocito: a biopsia do oocito para retirada 
dos corpusculos polares e um metodo 
para a avaliagao do gameta feminino pre 
e pos-fertilizagao. Envolve a retirada e a 
avaliagao dos corpusculos polares. 


2. Embriao a oito celulas: a biopsia de em¬ 
brioes para retirada de blastomeros e um 
metodo para avaliagao do embriao nos 
primeiros estagios de desenvolvimento, o 
qual envolve a retirada de um ou dois blas¬ 
tomeros. A biopsia e realizada no terceiro 
dia apos a fertilizagao, quando o embriao 
encontra-se com 6 a 8 celulas, sendo o 
metodo mais utilizado para PGD. 

3. Blastocisto: a biopsia de blastocisto para 
retirada de celulas do trofoectoderma e um 
metodo para avaliagao do embriao em um 
estagio mais avangado de desenvolvimento. 
Envolve a retirada de celulas do trofoecto¬ 
derma, podendo ser realizada no quinto 
ou sexto dia, permitindo a remogao de um 
maior numero de celulas. 

A abertura da ZP e uma etapa obrigatoria 
para a realizagao da biopsia nos diferentes 
estagios de desenvolvimento. Diversas sao 
as tecnicas utilizadas para a abertura da ZP, 
e as tres mais comumente aplicadas, de acor- 
do com levantamento de dados existente na 
Europa desde 1999 (The European Society 
of Human Reproduction and Embryology 
ESHRE - ESHRE PGD Consortium data 
collection), 11 o qual inclui dados de diversos 
centros de reprodugao assistida que realizam 
PGD, sao: a abertura mecanica (dissecgao par- 
cial da zona), a abertura por laser e a abertura 
por agente quimico (acido Tyrode). De acordo 
com estudo de Balaban e colaboradores 12 as 
taxas de implantagao e gestagao sao similares 
para todos os metodos citados. 13 
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QUADRO 32.3 


Diagnostico genetico pre-implantacao (PGD) 

PGD e outra sigla comumente utilizada para denominar a tecnica, derivada da denominagao em in¬ 
gles preimplantation genetic diagnosis. E uma forma de DPN onde a avaliagao ocorre antes mesmo 
da transference dos embrioes para o utero materno. A analise pode ser realizada no gameta femini- 
no e no zigoto, avaliando-se o primeiro e o segundo corpusculos polares no embriao a oito celulas 
- tecnica mais comumente utilizada - ou em embrioes em estagio de blastocisto. 

A tecnica de analise deve ser definida antes do procedimento, assim como as alteragoes gene- 
ticas a serem diagnosticadas, sendo necessario o conhecimento das alteragoes em questao 
e dos riscos de transmissao para prole. 


Agao mecanica 


Agao qrnmica (por acido Tyrode) 


A tecnica de abertura por agao mecanica 
consiste na dissecgao parcial tridimensional 
da ZP (Quadro 32.4). 1 4 


Tecnica descrita por Cohen e colaborado- 
res 15 e amplamente difundida e utilizada por 
diversos grupos na America Latina e Europa 

(Quadro 32.6). 


Laser 

A abertura e realizada por um aparelho 
de laser de 1.480 nm de diodo sem contato 
e controlado por computador. Os aplicativos 
computadorizados possuem grande precisao 
no posicionamento, foco e alinhamento dos 
oocitos ou embrioes para bombardeio com la¬ 
ser. O laser apresenta diferentes intensidades, 
sendo sua utilizagao padronizada de acordo 
com cada laboratorio para cada tipo de rigidez 
daZP (Quadro 32.5). 


QUADRO 32.4 


Tecnica 

• Posicionar o oocito ou embriao em uma 
placa sob um micromanipulador; 

• Segurar pela pipeta holding posicionada 
em 9 h; 

• Atravessar com uma micropipeta de vidro 
com ponta fechada em forma de agulha o 
espago perivitelino tangenciando o mate¬ 
rial interno; 

• Soltar da pipeta holding deixando-o fixo 
pela microagulha inserida; 

• Friccionar a microagulha contra a holding 
ate a ruptura da zona; 

• Repetir a agao posicionando o oocito ou 
embriao de forma a realizar uma 
abertura em forma de X. 



Biopsia para retirada dos 
corpusculos polares 

A primeira divisao meiotica do oocito 
resulta na extrusao do primeiro corpusculo 
polar (CP) contendo a contraparte de cro- 
mossomos presentes no oocito. A extrusao 
do segundo CP ocorre somente apos a fer- 
tilizagao. A remogao do primeiro CP deve 
ser realizada apos aproximadamente quatro 
horas da pungao folicular, quando o CP esta 
completamente destacado da membrana 
(oolema). 8 O modelo de avaliagao do CP con¬ 
siste em simplesmente fazer uma inferencia 
sobre o genotipo do oocito, sendo este indi- 
retamente derivado do oposto do material 
diagnosticado no primeiro CP. A analise do 
segundo CP pode ser realizada para aprimo- 
rar o diagnostico e a avaliagao do oocito. Esta 


QUADRO 32.5 


Tecnica 

• Posicionar o oocito ou embriao em uma 
placa sob um micromanipulador; 

• Segurar pela pipeta holding posicionada 
em 9 h; 

• Posicionar a marcagao na regiao de inte- 
resse para abertura; 

• Disparar os pulsos ate a abertura do 
tamanho e forma desejada. 




















estrategia permite a identificagao de altera¬ 
goes cromossomicas derivadas da segunda 
divisao meiotica, sendo essencial para doen- 
gas monogenicas buscando definir o status 
de oocito apos possiveis recombinagoes e 
crossing-over posteriores a primeira divisao 
meiotica (Quadro 32.7 ). 1647 

A tecnica parece nao interferir nos proces- 
sos de fertilizagao, clivagem e desenvolvimen- 
to embrionario, nao sendo o material dos CPs 
parte integrante do processo de formagao do 
embriao. 

A biopsia de CP inicialmente apresentou- 
-se vantajosa quando comparada a biopsia 
embrionaria, pelo fato de nao alterar a com- 
posigao do conteudo de formagao embriona¬ 
ria e o material removido nao estar destinado 
a tornar-se parte do embriao em desenvol- 
vimento. Este procedimento elimina todo e 
qualquer debate etico e de seguranga a res- 
peito da manipulagao genetica em embrioes 
humanos, 17 entretanto, apenas o material ex- 
trusado pelo oocito pode ser avaliado. 

A analise de CP pode ser utilizada para de- 
tecgao de alteragoes cromossomicas numeri- 
cas derivadas do gameta materno, visto que 
o avango da idade materna esta diretamente 
relacionado ao aumento das aneuploidias. Em 
alguns centros a biopsia de CP e entao utili¬ 
zada para pacientes com idade avangada, sen¬ 
do considerado como um screening genetico 
pre-implantacional materno, ou para analise 


QUADRO 32.6 


Tecnica 


Posicionar o embriao em uma placa sob 
um micromanipulador; 

Segurar pela pipeta holding posicionada 
em 9 h; 

Posicionar em 3 h uma micropipeta com 
10 pm de diametro contendo acido Tyro- 
de; 

Aproximar da ZP a micropipeta contendo 
acido; 

Liberar o acido ate a degradagao e aber- 
tura de um espago de cerca de 30 pm na 
zona; 

Lavar de forma abundante o embriao 
para retirada completa do acido. 


cromossomica de translocagoes derivadas da 
parte materna. 19 

A avaliagao dos CPs possui vantagem em 
manter a integridade do embriao, entretanto, 
nao pode ser utilizada para detecgao de alte¬ 
ragoes paternas e alteragoes originadas apos 
a fertilizagao ou nas primeiras clivagens. Esta 
nao e a pratica preferencial da maioria dos 
centros que dispoem das diferentes tecnicas, 
de acordo com levantamento. 13 


QUADRO 32.7 


Tecnica 

• Posicionar o oocito em uma placa de Pe¬ 
tri sobre equipamento para micromanipu- 
lagao (Figura 32.3); 

• Segurar o oocito com a pipeta holding po- 
sicionando o CP em 12 h (Figura 32.3); 

• Pode-se fazer a abertura da ZP provo- 
cando um pequeno corte, por agao me- 
canica ou por laser, a abertura por agao 
quimica nao e recomendada nesta etapa, 
podendo danificar de alguma forma a for¬ 
magao do eixo do fuso; 18 

• Introduzir uma micropipeta de vidro aco- 
plado ao micromanipulador para aspira- 
gao do primeiro CP (Figura 32.3); 

• Aspirar o primeiro CP, retirando para fora 
da ZP (Figura 32.3); 

• Injetar um espermatozoide, pela tecnica 
de ICSI, minimizando a manipulagao do 
oocito, promovendo a inseminagao no 
mesmo momento da aspiragao (Figura 
32.4); 

• A aspiragao do segundo CP pode ser re- 
alizada de 18 a 22 horas pos-fertilizagao, 
pela mesma abertura da aspiragao do 
primeiro CP (Figura 32.4); 

• Realizar a aspiragao e a retirada do se¬ 
gundo CP com cautela, pois as jungoes 
ao oolema ainda podem estar presentes 
apos a extrusao; 

• A retirada de ambos os corpusculos 

pode ocorrer simultaneamente apos 18 a 
22 horas de fertilizagao, reduzindo assim 
o tempo de exposigao e o estresse da 
manipulagao do oocito e zigoto, limitan- 
do a analise genetica apenas dos zigo- 
tos fertilizados corretamente. Entretanto, 
eventualmente no momento de avaliagao 
da fertilizagao pode ter havido a degene- 
ragao do primeiro CP, nao restando . 
material para analise. 16 / 
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Biopsia 





c& 


1^ corpusculo polar 


Figura 32.3 

(a) Oocito em Mil com 
visualizagao do primeiro 
corpusculo polar (CP). 

(b) Oocito posicionado 
para abertura da zona. 

(c) Zona pelucida aberta. 

(d) Introdugao da mi- 
cropipeta para aspira¬ 
gao do primeiro CP. (e) 
Aspiragao do primeiro 
CP. (f) Retirada do CP da 
pipeta. (g) Primeiro CP. 


Biopsia para retirada 
de blastomeros 

Quando os embrioes encontram-se com 6 a 
8 celulas, um ou dois blastomeros sao retira- 
dos e os embrioes retornam ao cultivo para as 
clivagens subsequentes. 20 

A biopsia embrionaria deve ser realizada 
no dia 3 pos-fertilizagao, preferencialmente no 
inicio da manha do terceiro dia, mas somente 
quando o embriao apresentar no mmimo seis 
celulas, para nao causar um consideravel de- 
crescimo no numero de celulas para dar a se- 
quencia ao desenvolvimento (Figura 32.5). 


Uma das vantagens da retirada do blas- 
tomero neste estagio esta no tempo para 
avaliagao - o embriao segue as etapas de 
clivagem, podendo ser transferido ate o 
sexto dia de desenvolvimento. Os embrioes 
biopsiados neste estagio nao parecem apre¬ 
sentar efeitos adversos a retirada de celulas, 
seguindo o desenvolvimento ate o estagio de 
blastocisto. 21 

A retirada de blastomeros neste estagio 
tambem apresenta algumas desvantagens, 
como a pequena quantidade de material a ser 
removida, assim como as celulas removidas 
estarem diretamente envolvidas no processo 
de formagao do feto. 


ICSI e Biopsia 






2^ corpusculo polar 



(f) 


Figura 32.4 

(a) Oocito em Mil apos 
a retirada do primeiro 
corpusculo polar (CP). 

(b) Injegao intracitoplas- 
matica de espermato- 
zoide. (c) Zigoto 18 a 20 
horas pos-fertilizagao, 
extrusao do segundo CP. 
(d) Introdugao da 
micropipeta para 
aspiragao do segundo 
CP. (e) Aspiragao 

do segundo CP. 

(f) Retirada do CP da 
pipeta. (g) Segundo CP. 



As jungoes entre as celulas tornam-se mais 
evidentes a partir desta etapa seguindo para 
compactagao, sendo necessaria a colocagao 
dos embrioes em um meio livre de calcio e 
para uma dissociagao temporaria das gap 
junctions celulares, permitindo uma melhor 
remogao dos blastomeros. 

Varios protocolos sao aplicados para a re- 
tirada de celulas do trofoectoderma, mas atu- 
almente a biopsia de blastomeros de embrioes 
de oito celulas ainda e a pratica mais comum. 

Biopsia de trofoectoderma 

Uma das principais desvantagens da biop¬ 
sia de um ou dois blastomeros de embrioes 
a oito celulas esta na quantidade limitada de 
material disponivel para analise. Esta situagao 
fica mais clara em casos em que o diagnostico 
deve ser realizado a partir de protocolos com 
base na tecnica de PCR (p. ex., para diagnos¬ 
tico de doengas monogenicas), onde possiveis 
falhas na amplificagao podem ocorrer, ou 
falha na amplificagao de um alelo (alelo dro¬ 
pout ), com ausencia de resultado para alguns 
embrioes, diminuindo assim a quantidade de 
embrioes para transference. 

Uma das possibilidades para aumentar a 
sensibilidade da tecnica e a taxa de obtengao 
de resultado esta em aumentar a quantidade 
do material para analise. Com isso, surgiu a 
tentativa de biopsia de um maior numero de 
celulas, como das celulas do trofoectoderma 
do embriao em estagio de blastocisto. Dorkas 


e colaboradores 22 reportaram pela primeira 
vez os metodos de micromanipulagao para bi¬ 
opsia e retirada de celulas do trofoectoderma 
de blastocisto, mesmo nao sendo para aplica- 
gao clinica. 

Blastocistos apresentam com maior fre- 
quencia cariotipos normais quando compa- 
rados a embrioes em estagios precoces de 
clivagem. 23 As celulas do trofoectoderma 
podem ser facilmente retiradas, e varias ce¬ 
lulas podem ser removidas, minimizando as 
chances de ausencia e erros de diagnostico. 
Os embrioes devem necessariamente chegar 
ao estagio de blastocisto para retirada de celu¬ 
las do trofoectoderma - com isso, o bloqueio 
embrionario que ocorre a oito celulas ja foi su- 
perado, servindo tambem como um processo 
seletivo. Entretanto, cerca de 10 a 20% apenas 
dos embrioes chegam a blastocisto, limitando 
o numero de embrioes ao final do processo. 21 

As celulas embrionarias nao podem ser 
retiradas apos 03-e ate o 5- dia, pois se tor- 
nam mais proximas, formando uma massa 
compacta (morula) que dificulta a biopsia. A 
biopsia de blastocisto deve ser realizada no 5^ 
ou 6 Q dia pos-fertilizagao, quando o blastocis¬ 
to possui cerca de 100 celulas, possibilitando 
a remogao de 5 a 10 celulas do trofoectoder¬ 
ma (Figura 32.6). Neste estagio, as celulas 
ja possuem certo grau de diferenciagao, sendo 
retirada uma pequena camada do trofoecto¬ 
derma, mantendo intacta a massa destinada a 
desenvolver o feto. 9 ’ 24 

A biopsia de blastocistos ficou ampla- 
mente facilitada pela introdugao da tecno- 
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Figura 32.5 

(a) Embriao a 8 celulas. 

(b) Abertura da zona 
pelucida e introdugao da 
micropipeta de biopsia. 

(c) Aspiragao do blasto- 
mero. (d) Retirada do 
blastomero da pipeta. 
(e) Blastomero. 


Biopsia 






Blastomero 
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logia a laser para ruptura da ZP. Alguns 
grupos utilizam protocolos onde primeira- 
mente faz-se uma pequena abertura na ZP 
(dia 3 ou 4), dando sequencia ao desenvol- 
vimento embrionario, realizando a biopsia 
das celulas no estagio de blastocisto (dia 5 
ou 6). 25 Recentemente foram publicados di- 
versos relatos de gestagoes pos-biopsia em- 
brionaria e PGD de embrioes em estagio de 
blastocisto. 24 ’ 26 


Metodos de analise genetica 

Reagao em cadeia da 
polimerase (PCR) 

O PGD esta indicado para casais que apre- 
sentam risco de transmissao de doengas gene- 
ticas especificas ou alteragoes cromossomicas 
para sua prole. 

Para portadores de doengas autossomicas 
dominantes, o risco de transmissao da doenga 
para qualquer embriao e de 50%; para porta¬ 
dores de doengas autossomicas recessivas, o 
risco de transmissao e de 25%. Para mulheres 
portadoras de doengas ligadas ao X, o risco 
de embrioes masculinos serem afetados e de 
25%. 

Para identificagao de mutagoes em genes 
especificos aplicam-se tecnicas envolvendo a 
PCR, para amplificar o segmento genomico 
que contenha o gene de interesse. Muitas das 
doengas geneticas relevantes envolvem um 
defeito em um unico gene ou mutagao em um 
unico par de bases. 


Para detecgao de doengas monogenicas 
pela tecnica de PCR, sao necessarias algumas 
etapas anteriores ao inicio do ciclo de desen- 
volvimento e analise dos embrioes. A confir- 
magao e a detecgao das possiveis mutagoes 
apresentadas pela doenga em questao no DNA 
do casal sao os primeiros passos para o futuro 
diagnostico nos embrioes. Para o mapeamen- 
to, e necessaria a identificagao de marcadores 
proximamente ligados a regiao, devendo estar 
incluidos como controles na reagao para o es- 
tudo do casal. 27 Assim como a identificagao de 
controles, tambem e necessaria a validagao 
da tecnica, utilizando testes em celula unica 
derivada de outros tecidos (p. ex., celulas da 
camada bucal, linfocitos e possiveis blasto- 
meros de embrioes descartados). Os valores 
recomendados de eficiencia da tecnica sao de 
amplificagao nao inferior a 90%. 

A disponibilidade de reagentes livres de 
DNA e uma area equipada e especifica para 
realizagao do exame sao de grande importan- 
cia para a eficacia da tecnica, sendo estes os 
requisitos minimos para avaliagao. 

A PCR e um meio de fornecer material su- 
ficiente para avaliagao utilizando primers es¬ 
pecificos das mutagoes, digestao com enzimas 
especificas, ou analise heteroduplex - tecnica 
na qual fragmentos de DNA em estudo e uma 
amostra normal conhecida sao hibridizados 
e subsequentemente sao corridos em um gel 
de eletroforese. A falta de recombinagao na 
presenga da delegao ou ate mesmo a troca ou 
substituigao envolvendo um par de base resul- 
tarao em uma migragao diferenciada no gel, o 
que permite o diagnostico. 



(d) 





Figura 32.6 

(a) Blastocisto. 

(b) Abertura da zona pe- 
liicida. (c) Introdugao da 
micropipeta de biopsia. 
(d) Aspiragao das celulas 
do trofoectoderma. (e) 
Celulas do trofoecto¬ 
derma. 


Celulas do trofoectoderma 


Atualmente, o PGD e utilizado para diag- 
nosticar mais de 200 doengas. A indicagao 
mais comum de acordo com o ultimo ESHRE 
PGD Consortium IX 13 para doengas autosso- 
micas recessivas foi para p-talassemia, e para 
doengas autossomicas dominantes foi para 
distrofia muscular de Duchenne e doenga de 
Huntington. 

Hibridizagao in situ por 
fluorescencia (FISH) 

O diagnostico por FISH pode ser utilizado 
para PGD na identificagao das aneuploidias 
mais comuns e alteragoes estruturais especi- 
ficas, podendo ser aplicado para avaliagao de 
celulas unicas, em nucleos em interfase. 

FISH e a tecnica citogenetica molecular que 
utiliza sondas, ou seja, sequencias de DNA com- 
plementares ao que se pretende estudar. Sondas 
marcadas com fluorocromos possibilitam a de- 
tecgao de uma regiao cromossomica especifica 
tanto no cromossomo metafasico quanto inter- 
fasico. A tecnica de FISH e utilizada para detec- 
tar a perda ou o ganho de determinado material 
cromossomico, assim como para detectar alte¬ 
ragoes estruturais nao balanceadas decorrentes 
de rearranjos especificos derivados dos progeni- 
tores em oocitos e embrioes. 

Alteragoes cromossomicas 
numericas - aneuploidias 

Atualmente, a determinagao dos cromosso- 
mos sexuais e realizada pela tecnica de FISH, 
na qual as sondas sao formadas por sequencias 
especificas da regiao centromerica dos cro- 
mossomos X e Y marcadas com fluorocromos. 
Associadas a elas, utilizam-se sondas, tambem 
marcadas, para regioes especificas de outros 
cromossomos autossomicos. Os sinais especi¬ 
ficos para cada cromossomo podem ser visuali- 
zados nos nucleos das celulas em interfase. 

A analise por FISH de multiplos cromosso¬ 
mos necessita do uso simultaneo de multiplas 
sondas de DNA marcadas com diferentes flu¬ 
orocromos. A aplicagao de multicolor FISH ja 
foi realizada em diversos tipos de tecidos. 28-30 
Atualmente, 3 a 12 pares de cromossomos po¬ 
dem ser avaliados em um mesmo blastomero. 
Para aumentar o numero de cromossomos 


avaliados, sao necessarios ciclos sucessivos de 
hibridizagao no mesmo blastomero; entretan- 
to, a cada ciclo de hibridizagao a acuracia do 
teste diminui de maneira significativa. 31 Outra 
estrategia para ampliar a contagem cromosso¬ 
mica no mesmo nucleo deriva da combinagao 
de dois ou mais fluorocromos, aumentando 
a avaliagao para dez cromossomos em dois 
ciclos de hibridizagao. 32 Tres cores de fluoro¬ 
cromos sao utilizadas atualmente (vermelho, 
verde, azul), e a mistura em diferentes propor- 
goes destes fluorocromos promove um maior 
numero de cores. A disponibilidade de um nu¬ 
mero maior de fluorocromos facilitaria o pro- 
cesso de avaliagao simultanea de um maior 
numero de cromossomos. De acordo com 
estudo de Bahge e colaboradores, 33 as sondas 
para os cromossomos X, Y, 13, 14, 15, 16, 18, 
21 e 22 podem ser utilizadas em duas etapas 
de hibridizagao, com um potencial para de- 
tecgao de 70% das aneuploidias encontradas 
nos abortos espontaneos. 34 As sondas podem 
checar um numero ainda restrito de cromos¬ 
somos, sendo estes os mais frequentemente 
envolvidos nas aneuploidias observadas em 
material de aborto. 

A partir da biopsia do blastomero, a celula 
passa por um processo de fixagao e exposigao 
do material nuclear. O blastomero passa para 
uma lamina de vidro, onde o citoplasma e 
disperso tornando o nucleo exposto e fixado, 
e as sondas fluorescentes sao colocadas para 
hibridizar com os cromossomos presentes 
no nucleo. O numero de sinais fluorescentes 
referentes a cada cor em particular reflete o 
numero de copias de cada segmento de cro¬ 
mossomo presente na celula. 

Hoje em dia, existem diversos protocolos 
para fixagao do blastomero pos-biopsia. O me- 
todo tradicional de fixagao, desenvolvido pri- 
meiramente por Tarkowski e colaboradores 35 
e modificado posteriormente de diversas ma- 
neiras por varios autores, utilizando solugao 
de acido acetico/metanol (Carnoy), envolveu 
novamente adaptagoes e modificagoes para fi¬ 
xagao dos blastomeros. Este metodo descrito 
por Tarkowski e colaboradores 35 e modifica¬ 
do para fixagao de blastomeros por Munne e 
colaboradores 36 necessita de grande habili- 
dade e pratica do operador (Quadro 32.8). 
Por esta razao, diversos outros protocolos de 
fixagao foram desenvolvidos. Dentre eles, te- 
mos um utilizando Tween 20 (T20) (Quadro 
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QUADRO 32.8 


Metodo l: Tarkowski 35 

modificado por Munne e colaboradores 37 

• Sobre estereomicroscopio, expor o blastdmero a solugao hipotonica (0,075 mol/L KCL suplemen- 
tado com 0,6% de albumina serica bovina) por dois minutos; 

• Colocar o blastomero sobre uma lamina de microscopio em uma microgota de 1 a 2 pl_ com 
solugao hipotonica; 

• Colocar uma gota de fixador metanol/acido acetico (3:1) sobre o blastomero; 

• O blastomero ira se deslocar sobre a lamina apos a primeira gota de fixador, sendo facilmente 
detectavel neste momento, pois aparece de forma refringente antes de romper a membrana; 

• Apos a fixagao, mas antes da ruptura da membrana, colocar uma segunda gota de solugao hipo¬ 
tonica; 

• Esperar a secagem da gota, e umidificar ate a ruptura do citoplasma e a fixagao do nucleo; 

• Marcar a lamina, com uma caneta de diamante, na posigao aproximada do nucleo fixado. 



32.9) 38 e outro utilizando uma combinagao 
da solugao de Carnoy e Tween 20 (Quadro 
32. IO ). 39 

De acordo com estudo de Velilla e 
colaboradores, 40 o qual comparou os tres me- 
todos de fixagao anteriormente descritos, a 
perda de material nuclear para as tres tecnicas 
foi similar, ficando entre 2,8 e 3,6%. A taxa de 
erro e sobreposigoes para os metodos avalia- 
dos foi de 10% para o metodo 1, sendo signifi- 
cativamente menor que a apresentada para o 
metodo 2, de 30%. O metodo 2 apresentou re- 
sultados de baixa qualidade, sendo o primeiro 
metodo ainda o de menores chances de erro, 
seguido do metodo 3, o qual apresentou qua¬ 
lidade razoavel na fixagao nuclear, sendo mais 
facil de aplicar. 

A fixagao do blastomero e uma etapa 
essencial para o sucesso na realizagao da 


FISH. De acordo com estudo de Munne e 
colaboradores, 37 os erros para o metodo quan- 
do aplicado em blastomeros sao derivados de 
tres fontes: 

1. a fixagao imprecisa do nucleo, ficando reco- 
berto por citoplasma, ou muito condensado, 
onde neste caso os sinais de hibridizagao 
aparecem muito fracos, desfocados e ou 
pulverizados; 

2. sobreposigoes de sinais, as quais produzem 
resultados falso-negativos. As sobreposi¬ 
goes de sinais ocorrem mais frequentemen- 
te quando o diametro do nucleo fixado e 
muito pequeno; e 

3. a divisao de sinais em duas marcagoes, os 
quais produzem falso-positivos, podendo 
ocorrer por falhas no processo de fixagao 
nuclear, ficando o nucleo esticado e produ- 


QUADRO 32.9 


Metodo 2: Coonen e colaboradores 38 


Sobre estereomicroscopio, expor o blastomero em solugao hipotonica por 5 a 10 segundos (1% 
de citrato de sodio suplementado com 0,2 mg/mL de albumina serica bovina); 

Transferi-lo para uma placa de Petri com solugao de T20 por dois minutos; 

Colocar o blastomero sobre uma lamina de microscopio em uma microgota de 3 pL de solugao 
de T20; 

Sob observagao, colocar a solugao de T20 continuamente na gota ate a ruptura da membrana 
celular; 

Marcar a lamina, com uma caneta de diamante, na posigao aproximada do nucleo fixado; 

Apos a ruptura da membrana e da gota seca (material fixado), passar a lamina por tratamento 
com pepsina 1% para digestao do citoplasma remanescente. 














zindo uma impressao de sinais duplicados. 
O estagio celular do material nuclear pode 
produzir duas marcagoes indicando as duas 
cromatides-irmas separadas. Outra causa 
esta relacionada a divisao da propria sonda, 
sendo que algumas se dividem com maior 
frequencia que outras, como as de marcagao 
para os cromossomos Y e 18. 

Apos a fixagao e identificagao de cada blas¬ 
tomero, a tecnica de hibridizagao deve seguir 
os passos de acordo com as sondas a serem 
utilizadas. Basicamente, a lamina com o nu- 
cleo passa por um processo de desidratagao, 
com banhos de dois minutos em uma sequ- 
encia de etanol a 70, 85 e 95%. Terminada a 
etapa de desidratagao, o conjunto de sondas 
e colocado sobre o nucleo, sendo recoberto 
por uma laminula, que a seguir e selada. A 
lamina e entao colocada em uma placa para 
aquecimento, permanecendo tres minutos a 
78°C, passando para uma camara umida es- 
cura a 37°C durante 3 a 4 horas para o pro¬ 
cesso de hibridizagao. Terminado o tempo, a 
laminula e retirada, e a lamina e lavada por 
duas vezes em solugao de citrato salina (SSC) 
durante cinco minutos a 72 °C. A lamina e, por 
fim, montada com 10 pL de 4’-6-diamidino- 
-2-fenilindol (DAPI) e recoberta com uma 
nova laminula. A visualizagao dos sinais para 
cada par de cromossomos deve ser realizada 
em um microscopio de fluorescencia com os 
filtros adequados aos fluorocromos utilizados 
para marcagao das sondas, e a analise deve 
ser realizada alguns minutos apos o termino 
do preparo da lamina, objetivando uma rapi- 
da liberagao do resultado, possibilitando uma 
nova hibridizagao, caso necessario. 

Diversos sao os protocolos para realizagao 
da FISH em blastomeros, variando de acordo 


com o grupo de pesquisa, assim como com o 
numero, o fabricante e o pull de sondas a se¬ 
rem aplicadas. 

Os conjuntos utilizados para detecgao 
de aneuploidias sao compostos basicamen¬ 
te por dois tipos de sondas: sondas consti- 
tuidas por uma sequencia locus -especifica 
(LSI, de unique sequence locus-specific 
identifier probes ) e sondas centromericas 
(CEP, de centromere enumeration probes). 
Os tipos de sondas utilizados na FISH estao 
explicados no capitulo 28. 

Criterios para avaliagao 
de blastomeros por FISH 
baseados nos criterio de 
Munne e colaboradores 41 

• Blastomeros com dois sinais para cromos¬ 
somos sexuais e dois sinais para cada cro- 
mossomo autossomico avaliado sao consi- 
derados diploides. 

• Blastomeros com um sinal para cada cro- 
mossomo analisado sao considerados ha- 
ploides. 

• Blastomeros com tres ou mais sinais para 
cada cromossomo analisado sao conside¬ 
rados poliploides. 

• Embrioes com as mesmas alteragoes em 
todos os blastomeros sao considerados 
aneuploides, haploides ou poliploides, de- 
pendendo da alteragao. 

• Em caso de blastomeros com um sinal ex¬ 
tra ou a perda de um sinal, quando avalia- 
dos outros blastomeros do mesmo embriao 
e constatado um sinal extra ou a perda de 


QUADRO 32.10 


Metodo 3 : Dozortsev e McGinnis 39 

• Sobre estereomicroscopio, expor o blastomero em solugao hipotonica por 5 a 10 segundos (1% 
de citrato de sodio suplementado com 0,2 mg/mL de albumina serica bovina); 

• Lavar em solugao de T20 (1 % de T20 em 0,01 N HCL) por 40 segundos; 

• Colocar o blastomero em uma microgota de 3 a 4 pL de solugao de T20 em uma lamina de mi¬ 
croscopio sob estereomicroscopio e deixar secar completamente; 

• Remover o citoplasma com varias gotas de fixador metanokacido acetico (3:1) ate a completa 
remogao e fixagao; 

• Marcar a lamina, com uma caneta de diamante, na posigao aproximada do nucleo fixado. 
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forma complementar ao outro blastomero, 
pode-se considerar que o mosaicismo foi 
gerado a partir de uma nao disjungao mi- 
totica; 

Em caso de blastomeros com perda de si- 
nais de forma desigual e complementar a 
outros blastomeros do mesmo embriao, 
pode-se considerar que o mosaicismo em- 
brionario resultou da clivagem desigual 
de um blastomero sem sintese previa de 
DNA. 

Exemplos: Blastomeros do mesmo em¬ 
briao: 

blastomero 1: X X; 18 18; 21 21. 

blastomero 2: X 18 _. 

blastomero 3: X_; 18 21 21. 

Os mesmos criterios de 1 a 6 seguem para 
embrioes multinucleados. 

Blastomeros com sinais extras ou perdas 
podem ser considerados erros por falso- 
-positivo ou falso-negativo exceto se nao 
contemplarem um dos criterios previos. 


As taxas de erro para a tecnica de FISH 
ja foram amplamente avaliadas em estudos 
previos, de acordo com estudo de Munne e 
colaboradores. 42 Utilizando as sondas para os 
cromossomos X, Y, 13, 18/21, a taxa de erro 
foi de 7%; para os cromossomos X, Y, 13, 18 e 
21, foi de 13%; 43 para X, Y, 13, 16, 18 e 21, foi 
de 9%, 36 e para X, Y, 13,14, 15, 16, 18, 21 e 22, 
foi de 15%. 36 

Atualmente, os estudos buscando alte¬ 
ragoes numericas em embrioes sao consi¬ 
derados estudos de rastreamento genetico 
pre-implantagao ou screening genetico pre- 
-implantagao (ver topico PGS, adiante). 


Alteragoes 

cromossomicas estruturais 

Em diversos centros, os portadores de re- 
arranjos cromossomicos como translocagoes 
reciprocas e robertsoniana, ou ate mesmo 
com inversoes, constituem um dos grandes 
grupos de interesse para tecnica de PGD por 
FISH. Portadores de alteragoes cromossomi¬ 


cas frequentemente apresentam uma alta taxa 
de abortamentos, muitas vezes uma diminui- 
gao da fertilidade, ou prole com rearranjos 
nao balanceados derivados de suas alteragoes 
(ver Capitulo 8). 

A utilizagao da combinagao de sondas sub- 
telomericas e centromericas especificas apa- 
rece atualmente como uma estrategia para a 
determinagao de embrioes nao balanceados. 
Entretanto, a diferenciagao entre embrioes 
normais e balanceados nao e possivel a partir 
deste protocolo, sendo as marcagoes identicas 
para as duas formas. 

Rearranjos cromossomicos complexos sao 
rearranjos estruturais que envolvem mais de 
dois pontos de quebra. Os mais comuns en¬ 
volvem tres cromossomos e tres pontos de 
quebra. Teoricamente, o potencial de desequi- 
librio de cromossomos nos gametas de porta¬ 
dores de rearranjos complexos e superior as 
translocagoes simples, possuindo assim um 
risco ainda maior de aborto espontaneo recor- 
rente. A aplicagao do PGD em portadores de 
translocagoes cromossomicas vem demons- 
trando uma diminuigao significativa nas taxas 
de abortamentos para este grupo de pacien- 
tes, sendo indicado tambem para portadores 
de rearranjos complexos. 

A tecnica e basicamente a mesma aplicada 
para avaliagao de aneuploidias, entretanto, 
neste caso, busca-se avaliar os cromossomos 
envolvidos nas translocagoes em questao. O 
conjunto de sondas a ser utilizado deve ser 
testado em outros tecidos, de forma a defi- 
nir a taxa de erro para avaliagao em celulas 
unicas. 

Escudero e colaboradores 44 demonstra- 
ram, em estudo recente, uma taxa de embri¬ 
oes normais ou balanceados de 6,4% apos 
analise com FISH para rearranjos especifi- 
cos. Neste estudo, obtiveram uma taxa de 
implantagao de 50% (seis embrioes transferi- 
dos em quatro casais) e gestagao por pungao 
folicular de 40%, resultando em dois gemeos 
dizigoticos com cariotipo normal, e uma ges¬ 
tagao unica com cariotipo balanceado, apre- 
sentando um resultado favoravel para este 
grupo de pacientes com historia previa de 
abortos espontaneos, prole desequilibrada e 
baixa fertilidade. 



Hibridizagao genomica 
comparativa (CGH) 

Em 1996, Wells e Delhanty aplicaram pela 
primeira vez em blastomeros um metodo de 
citogenetica molecular que permite a ava¬ 
liagao simultanea do conjunto completo de 
cromossomos por co-hibridizagao de DNA, 
sendo adaptado para avaliagao em celula uni- 
ca. Com a otimizagao da tecnica, diversos gru- 
pos passaram a aplica-la para avaliagao pre- 
-implantagao em oocitos e embrioes. 45-48 Este 
metodo, baseado na hibridizagao genomica 
comparativa (CGH, de comparative genomic 
hybridization ), foi desenvolvido originalmen- 
te para avaliagao de perdas e ganhos de mate¬ 
rial cromossomico em celulas tumorais. 49 

A tecnica tern como base uma hibridizagao 
competitiva de amostras de DNA diferencial- 
mente marcadas (DNA da amostra: verde; 
DNA de referenda cromossomicamente nor¬ 
mal: vermelho) a cromossomos normais em 
metafase fixados em uma lamina de micros- 
copio. Fragmentos de referenda (vermelho) e 
da amostra (verde) tern o DNA anelado as suas 
sequencias complementares sobre os cromos¬ 
somos, de modo que cada cromossomo torna- 
-se revestido com milhares de fragmentos de 
DNA verde e vermelho. A proporgao de fluo- 
rescencia verde: vermelha ao longo do compri- 
mento de cada cromossomo revela o numero 
relativo de copias do cromossomo da amostra 
em comparagao com a referenda. 49 Um exces- 
so de fluorescencia verde em um cromossomo 
especifico e um indicativo de um ganho cro¬ 
mossomico, enquanto que um excesso de flu¬ 
orescencia vermelha e um indicativo de perda 
cromossomica (ver Capitulo 29). Este metodo 
elimina a necessidade de fixagao dos nucleos 
dos blastomeros em laminas, o que exige ha- 
bilidade tecnica e, em algumas situagoes, pode 
acarretar em perda do material nuclear, for- 
magao de sobreposigoes, entre outros. 50 

A CGH necessita de aproximadamente 1 pg 
de DNA para execugao; entretanto, a quanti- 
dade de material obtida a partir de uma celula 
unica chega a apenas cerca de 5 a 10 pg, sendo 
necessaria a amplificagao do DNA antes do ini- 
cio da tecnica. Embora muitos metodos sejam 


aplicados para amplificagao, o mais amplamen- 
te utilizado baseia-se na anelagao de primers 
semidegenerados seguida da tecnica de PCR, 
conhecida como uma reagao de PCR com oli- 
gonucleotideos degenerados (DOP-PCR). 46 ’ 51 
Diversos estudos tern apontado para as tecni- 
cas de amplificagao total do genoma (WGA, de 
whole genome amplification) como um meto¬ 
do revolucionario no PGD. 52 

Algumas alteragoes nao detectaveis pela tec¬ 
nica de FISH podem ser avaliadas pela CGH, 
como pontos de quebras cromossomicas. 45 ’ 47 
De acordo com os dados obtidos pela avalia¬ 
gao de diversos embrioes pela tecnica de CGH, 
aparentemente nem todos os cromossomos 
possuem o mesmo risco de aneuploidia. Os 
paineis de analise por FISH tern como tenden- 
cia o rastreamento dos cromossomos que fre- 
quentemente apresentam-se aneuploides em 
amostras de pre-natal e em material de aborto. 
A partir dos resultados com CGH notou-se que 
nao necessariamente somente estes cromos¬ 
somos sejam importantes em relagao as aneu- 
ploidias para embrioes pre-implantagao. 

Dados com base em estudos com aplicagao 
de CGH em blastomeros vem demonstran- 
do que cerca de 20 a 40% dos embrioes que 
apresentam alteragoes cromossomicas nao 
sao detectados pela tecnica de FISH com a 
aplicagao dos kits comercialmente disponi- 
veis 45 ’ 47 ’53 Este fato demonstra que os atuais 
protocolos de FISH para rastreamento ain- 
da nao apresentam uma alta taxa de sucesso 
para a detecgao das alteragoes e ainda nao tern 
amplo sucesso em impedir a transference de 
embrioes aneuploides, o que reduz potencial- 
mente a eficacia do metodo para a avaliagao 
do embriao. Da mesma maneira, o metodo de 
CGH apresenta a desvantagem da impossibi- 
lidade de detecgao de alteragoes envolvendo 
euploidias, como a nao detecgao de embrioes 
haploides, triploides ou poliploides. 

Recentemente, um novo painel de sondas 
de FISH foi introduzido para a selegao de 
embrioes, com base em dez cromossomos se- 
lecionados a partir dos mais frequentemente 
alterados em CGH. Estima-se que esta estra- 
tegia venha a permitir uma detecgao de cerca 
de 85% dos embrioes aneuploides. 54 Embora 
seja possivel obter altas taxas de detecgao 
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para os embrioes aneuploides sem rastrear 
todos os cromossomos, e sabido que o ma- 
ximo de previsao so sera alcangado com a 
avaliagao de todos os cromossomos. Por esta 
razao, a aplicagao de CGH para a triagem 
dos oocitos e embrioes e uma possibilidade 
atraente. Atualmente, a CGH apresenta al- 
gumas dificuldades para sua aplicagao, como 
a alta complexidade da tecnica e os custos 
ainda elevados, assim como o tempo neces- 
sario para a realizagao, de aproximadamente 
quatro dias, que e incompativel com o tempo 
disponivel para o PGD sem a criopreservagao 
dos embrioes. 

Alguns estudos com a aplicagao clinica de 
um protocolo de CGH no rastreamento de 
aneuploidias derivadas de oocitos ja foram 
realizados. Essa estrategia permite a avalia¬ 
gao do primeiro corpusculo polar biopsiado 
no dia da fecundagao (dia o) e a obtengao dos 
resultados ate o 6 Q dia pos-fecundagao, sendo 
compativel com a transference de embrioes 
frescos. 55 No entanto, aneuploidias decorren- 
tes da meiose II, bem como as de origem pa- 
terna, nao podem ser detectadas a partir desta 
abordagem. 

Recentemente, algumas gestagoes foram 
obtidas com aplicagao da CGH para rastrea¬ 
mento de aneuploidias derivadas dos oocitos, 
combinada com o diagnostico de doengas mo- 
nogenicas. Para este fim, foi realizada a anali- 
se do primeiro corpusculo polar usando CGH 
e a retirada de um unico blastomero biopsiado 
no 3- dia para analise de doengas monogeni- 
cas especificas 56 

Uma solugao para avaliagao com o meto- 
do de CGH, tanto de corpusculo polar quanto 
de blastomeros biopsiados no 3- dia, esta na 
criopreservagao do embriao ate a liberagao 
dos resultados. 45 ’ 53 Neste caso, os embrioes 
permanecem congelados enquanto a analise 
esta sendo realizada; a partir dos resultados, os 
embrioes normais sao selecionados, desconge- 
lados e transferidos em um ciclo subsequente. 
A principal desvantagem deste procedimento 
esta na redugao no potencial de implantagao 
embrionaria causado pelo congelamento- 
-descongelamento a partir das tecnicas con- 
vencionais, e este problema parece ser agrava- 
do pela biopsia realizada no embriao. 

No entanto, recentemente, com a introdu- 
gao e o desenvolvimento da tecnica de vitri- 


ficagao para oocitos e embrioes, observou-se 
uma recuperagao sem diminuigao significati- 
va nas taxas de sobrevivencia dos gametas e 
embrioes, ultrapassando, portanto, a princi¬ 
pal barreira para aplicagao clinica de CGH. 

Hibridizagao genomica 
comparativa usando microarrays 

Atualmente, o metodo mais rapido para o 
rastreamento de alteragoes cromossomicas e 
a tecnica de microarray. Da mesma manei- 
ra que os metodos de CGH convencionais, a 
maioria dos metodos de microarray envolve a 
hibridizagao competitiva entre as amostras de 
DNA a serem avaliadas com DNA de referen¬ 
da. No entanto, neste caso, as amostras sao 
hibridizadas com sondas de DNA fixadas em 
uma lamina de microscopio, em vez de cro¬ 
mossomos em metafase. Cada sonda e espe- 
cifica para uma regiao cromossomica e ocupa 
um lugar distinto na lamina. A perda ou o ga- 
nho de material cromossomico e determinado 
pela cor revelada por local apos hibridizagao 
(pela razao de intensidade de fluorescencia 
para as duas cores). 

Uma das vantagens da tecnica de microar¬ 
rays para a CGH convencional esta na facili- 
dade e automagao da avaliagao dos indices de 
fluorescencia, e o tempo de hibridizagao nor- 
malmente e menor. 

O microarray tern sido aplicado com exi- 
to para a detecgao de aneuploidias em celulas 
isoladas, utilizando a amplificagao total do 
genoma por DOP-PCR ou um metodo alterna¬ 
tive conhecido como amplificagao por deslo- 
camento multiplo (MDA, de multiple displa¬ 
cement amplification ). 57 ’ 59 

A aplicagao do microarray permite uma 
avaliagao global dos cromossomos em um pra- 
zo viavel (-48 horas), possibilitando a trans¬ 
ferencia embrionaria sem criopreservagao. 
Futuramente, e bastaste provavel que o tempo 
de execugao venha a ser reduzido, permitin- 
do a avaliagao dos embrioes em estagios mais 
avangados de desenvolvimento (blastocistos), 
quando o tempo disponivel para avaliagao e 
ainda menor. 

O inicio de uma nova etapa no PGD esta 
surgindo com o desenvolvimento e aprimo- 
ramento de diversos metodos que venham a 



possibilitar a analise abrangente, simultanea e 
precisa de todos os cromossomos. Dentre eles, 
podemos notar a aplicagao em estudos recen- 
tes de metodos como microarray CGH utili- 
zando cromossomos artificiais de bacterias, 
biblioteca de cromossomos e sondas de oligo- 
nucleotideos, todos possibilitando a detecgao 
de aneuploidias em blastomeros. No entanto, 
sao necessarias mais pesquisas para determi- 
nar se as taxas de precisao sao mantidas em 
niveis aceitaveis quando o tempo de execugao 
para a realizagao dos metodos e tao reduzido. 


Rastreamento genetico 
pre-implanta^ao ou 
screening genetico 
pre-implanta^ao (PGS) 

Inicialmente, o desenvolvimento da tecni- 
ca de PGD buscava basicamente a detecgao 
de doengas geneticas. 1 Uma das motivagoes 
iniciais para a tentativa de diagnostico antes 
mesmo da transferencia embrionaria para o 
utero surgiu da necessidade de aumentar as 
taxas de implantagao e reduzir as perdas ges- 
tacionais. 

As aneuploidias em gestagoes apresentam- 
-se aumentadas com o avango da idade mater- 
na e sao as maiores causas de abortamentos, 60 
sendo que 50 a 60% dos abortamentos espo- 
radicos sao derivados de alteragoes 
cromossomicas. 61 ’ 62 

A qualidade dos oocitos esta diretamente 
relacionada as taxas de implantagao, ocorren- 
do um decrescimo em ambos de acordo com 
o aumento da idade materna, 63 existindo uma 
correlagao direta entre o aumento de aneu¬ 
ploidias encontradas em oocitos e embrioes e 
declinio da implantagao, com o avango da ida¬ 
de materna. Em mulheres com idade superior 
a 37 anos, somente 35% dos embrioes com 
mais de oito celulas no dia 3 sao cromossomi- 
camente normais, e 65% dos embrioes chegam 
ao estagio de blastocistos expandidos. 64 

As taxas de aneuploidias crescem nos ooci¬ 
tos e nos embrioes de acordo com o aumento 
da idade materna, mas tambem podem estar 
aumentadas em casais com cariotipo normal 
que apresentem perdas recorrentes precoces 
ou em casais com repetidas falhas de implan¬ 
tagao. 


O PGS para aneuploidias foi sugerido e pu- 
blicado em 1993 por Munne e colaboradores, 42 
utilizando blastomeros de embrioes, e por 
Verlinsky e colaboradores 65 em 1995, em 
corpusculos polares. A partir destas publica- 
goes, diversos grupos reportaram a utilizagao 
da tecnica de analise de blastomeros com 
FISH para marcagao dos cromossomos mais 
comumente envolvidos em aneuploidias, in- 
cluindo 13, 16, 18, 21, 22, X e Y. A tecnica de 
PGS permite, atualmente, a avaliagao nume- 
rica de alguns cromossomos constituintes de 
embrioes em estagios iniciais de clivagem 
(Quadro 32.11). Teoricamente, a selegao de 
embrioes euploides para transferencia pos- 
sibilitaria uma maior taxa de implantagao e 
gestagao e uma provavel diminuigao nas ta¬ 
xas de aborto. 

Munne e colaboradores, 42 em 1993, pu- 
blicaram o primeiro reporte de utilizagao de 
screening para aneuploidias realizado em ce- 
lula unica de embrioes humanos, utilizando a 
tecnica de FISH com multiplas sondas (X, Y, 
13,18, 21). As indicagoes para screening gene¬ 
tico sao idade materna avangada, falhas repe¬ 
tidas de implantagao, abortos de repetigao e 
causas masculinas severas. 66 

O PGS surgiu como ferramenta para a de¬ 
tecgao de embrioes com maiores chances de 
implantagao, auxiliando na selegao do melhor 
embriao para transferencia, sendo uma infor- 
magao extra aos criterios morfologicos apli- 
cados. Na busca de melhorar o potencial e a 
integridade do embriao para a tecnica de PGS 
otimizando as taxas de implantagao, passou- 
-se a retirar e avaliar apenas um blastomero 
por embriao. 

Atualmente, poucos sao os estudos ran- 
domizados e controlados realizados com. 67 O 
primeiro, publicado em 2004 por Staessens e 
colaboradores, 61 nao demonstrou diferengas 
na taxa de nascimentos entre o grupo contro- 
le e o grupo com PGS em pacientes com idade 
materna avangada; entretanto, este estudo foi 
muito criticado pelo fato de realizar a biopsia 
em dois blastomeros de cada embriao. Varios 
estudos divergem em relagao a alteragao da 
viabilidade dos embrioes pos-biopsia e retirada 
de um ou dois blastomeros. Harper, Repping e 
Hill 67 consideram que quanto maior o numero 
de celulas removidas do embriao menor e o seu 
potencial de implantagao. 
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QUADRO 32.11 


Rastreamento genetico pre-implantagao ou screening genetico 
pre-implantacao (PGS) 

Assim como o PGD, o PGS e um tipo de diagnostico pre-natal, onde a avaliagao ocorre antes da 
transference dos embrioes para o utero materno. Neste tipo de avaliagao nao existe uma alteragao 
cromossomica espedfica ou doenga monogenica conhecida para analise do gameta ou embriao. 

0 PGS avalia, portanto, os cromossomos frequentemente envolvidos em alteragoes cromosso- 
micas numericas, como os cromossomos 13, 16, 18, 21,22, X e Y. Estudos recentes apresentaram a 
possibilidade de avaliagao de 12 cromossomos em um mesmo blastomero, melhorando a eficiencia 
da tecnica (cromossomos 8, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, X e Y). 

Esta tecnica e a mesma realizada para PGD por FISH, sendo direcionada principalmente para 
casais com necessidade de tratamentos de FIV com dificuldades em gestar apos tentativas repe- 
tidas de FIV por falha de implantagao, abortos de repetigao, fatores masculinos severos ou idade 
materna avangada. 

• A tecnica tern por objetivo melhoria nas taxas de implantagao, sendo utilizada para selegao de 
embrioes com maiores chances de implantagao. 

• O PGS busca aumentar a taxa de gestagao e implantagao em pacientes inferteis ou subferteis. 

• Apenas poucos cromossomos podem ser avaliados simultaneamente, e a analise dos 23 pares 
de cromossomos nao e tecnicamente viavel. O embriao avaliado pode ser considerado 
apenas para os pares de cromossomos avaliados. 



Um dos maiores problemas na detecgao de 
aneuploidias por PGS nao esta somente ca- 
racterizado pelas falhas e limitagoes tecnicas, 
mas principalmente por um fenomeno biolo- 
gico: a alta taxa de mosaicismo presente em 
embrioes em estagios iniciais de clivagem. Em 
determinados grupos de embrioes, a taxa de 
mosaicismo pode chegar a 70%. 47 ’ 68 Alguns 
erros de diagnostico ja foram relatados: dois 
erros de diagnostico em 334 fetos descritos na 
revisao de Munne 37 dois erros de diagnostico 
em 91 fetos em um estudo de Gianaroli, Magli 
e Ferraretti 69 apos PGD. Em todos os casos, 
apos reanalise das celulas diagnosticadas com 
sondas de ligagao para um locus especifico 
diferente do anteriormente utilizado, foram 
confirmados os resultados anteriores, indi- 
cando que os erros provavelmente tenham 
sido derivados de mosaicismos presentes nos 
embrioes. Estes dados estao de acordo com 
resultados obtidos por Munne, 70 onde 7,2% 
dos embrioes nao transferidos pos-PGD apre¬ 
sentaram erros de diagnostico, sendo 60% de¬ 
les causados por mosaicismos. 

Uma das maiores criticas aos estudos de 
PGS esta na apresentagao apenas das taxas 
de implantagao algumas vezes aumentadas, 
nao levando em consideragao as taxas de 


gestagao e nascimentos, muitas vezes simila- 
res aos grupos controles. Uma metanalise de 
cinco estudos 64 ’ 71 " 74 apresentou uma redugao 
estatisticamente significativa na taxa de ges¬ 
tagao em andamento apos o PGS (gestagao em 
andamento/ciclo): 13% (92 em 696) versus 
21% (132 em 638) para grupo controle (odds 
°>56, 95 % Cl 0,42-0,76). Muitos pontos ainda 
sao discutidos em relagao a utilizagao do PGS 
como pratica de rotina para todos os casais, 
sendo questionada atualmente ate mesmo 
para aqueles com indicagao. 


Modifica<joes e 
dificuldades das tecnicas 

Uma das maiores mudangas empregadas 
nas tecnicas de avaliagao dos blastomeros esta 
relacionada ao tempo viavel para execugao do 
exame, pois o tempo entre a retirada do blas¬ 
tomero e a transferencia do embriao para o 
utero e de 2 a 3 dias. Outra dificuldade esta na 
quantidade de material disponivel, o que pode 
variar de 1 a 2 blastomeros ou um pouco mais, 
caso o embriao biopsiado seja um blastocisto. 
Para a biopsia de blastocisto, o tempo viavel 
para exame e muito curto, sendo quase sem- 









pre necessaria a criopreservagao. Os resulta- 
dos pos-descongelamento nao sao tao altos 
quanto transferencia a fresco. 

A combinagao dos procedimentos de FIV e 
PGD promove uma taxa de embrioes normals 
bastante reduzida para os testes avaliados. 
Sabendo-se que aproximadamente 70% dos 
oocitos fertilizam, cerca de 70% dos embrioes 
chegam ao estagio de clivagem de 6 a 8 celulas 
e apenas 80% tornam-se apropriados para bi¬ 
opsia, considerando que cerca de 5% dos blas- 
tomeros nao podem ser avaliados por ausen- 
cia de material nuclear, temos algo em torno 
de 90% dos embrioes com diagnostico e cerca 
de 50% dos embrioes possuindo a alteragao 
testada; temos, em 100 oocitos puncionados, 
apenas cerca de 17 embrioes para transferen¬ 
cia. 21 Os dados a seguir relatam a casuistica do 
ultimo ESHRE Consortium 2009 11 reportan- 
do dados de 57 centros de dezembro de 2006 
a outubro de 2007 (Tabela 32.1). De acordo 
com o ultimo reporte, a utilizagao de PGD/ 
PGS vem crescendo a cada ano. 13 Desde o pri- 
meiro reporte ate o atual 13 foram relatados 
21.743 ciclos de PGD/PGS com o nascimento 
de 3.841 bebes a partir destas tecnicas. 

Os estudos de acompanhamento das crian- 
gas nascidas a partir da utilizagao das tecnicas 
de PGD e PGS nao vem demonstrando efeitos 
prejudicial derivados da biopsia realizada, 
nao existindo diferengas entre os grupos de 
pacientes derivados apenas das tecnicas de 
ICSI e aqueles derivados de ICSI com biopsia 
para PGD/PGS. Verlinsky e colaboradores 75 
reportaram um estudo de 754 bebes nascidos 
a partir de 4.748 ciclos de PGD sem aumento 
significativo na prevalencia de malformagoes 
congenitas. 75 


Perspectivas e limita^oes 

Atualmente, os recursos da tecnica de 
FISH sao limitados, pois poucos cromosso- 
mos podem ser marcados e avaliados simulta- 
neamente em uma celula unica biopsiada. 

Dentre as novas tecnicas, a CGH conven- 
cional continua sendo o teste de escolha para 
triagem abrangente de aneuploidias. Novos 
estudos vem buscando proporcionar a melhor 
combinagao entre precisao, velocidade e cus- 
to, disponibilizando, em um futuro proximo, 
tecnologias a um custo-beneficio e confiabili- 


dade superiores aos apresentados neste mo¬ 
menta. 

Algumas colocagoes sobre riscos, custos e 
possiveis falhas biologicas ou tecnicas devem 
necessariamente ser ponderadas com os casais 
que optam por realizar tanto o PGD quanto o 
PGS, sendo algumas delas: 

• Obrigatoriamente sao necessarias tecnicas 
de reprodugao assistida com FIV para a 
realizagao do processo, e o casal deve ser 
informado dos riscos associados a elas. 

• Algumas falhas de clivagem sao possiveis 
apos a biopsia embrionaria ou tao somen- 
te pela cultura extensa dos embrioes man- 
tidos in vitro. 

• O risco de transmissao das doengas au- 
tossomicas recessivas ou ligadas ao X, po- 
dendo ser a prole portadora da doenga em 
questao, deve ser considerado. 

• Para portadores de translocagoes cromos- 
somicas balanceadas ou outras alteragoes 
estruturais, deve-se revisar o modelo de 
segregagao durante a meiose e vislumbrar 
a possibilidade de aumento do risco de al¬ 
teragoes nao balanceadas na prole, assim 
como a possibilidade de transmissao da 
forma balanceada da alteragao, visto que 
nao e possivel diferenciar embrioes nor¬ 
mals de balanceados. 

• Devem ser considerados: a possibilidade 
de erro de diagnostico resultando em um 
falso-positivo, o que pode levar ao descarte 
de um embriao normal; um falso-negativo, 
com a transferencia de um embriao altera- 
do; a presenga de embrioes que apresen- 
tem mosaicismo com linhagens celulares 
normals e alteradas no mesmo embriao, 
dificultando ou ate mesmo impossibilitan- 
do o diagnostico; erros de divisoes poste- 
riores ao estagio de avaliagao. 

• Deve-se trabalhar com a possibilidade de 
ausencia de embrioes para transferencia, 
sendo causada pelas falhas de clivagem ou 
de diagnostico citadas anteriormente ou 
ate mesmo pela presenga de alteragoes em 
todos os embrioes avaliados. 

Portanto, existem limitagoes tecnicas e 
possiveis falhas de diagnostico no PGD e no 
PGS, apresentando-se assim a necessidade 
de DPN para confirmagao de resultados por 
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TABELA 32.1 

Casuistica do ultimo ESHRE Consortium 2009: dados de 57 centros de fertilizagao assistida 13 



Ciclos 

Oocitos 

Fertilizados 

Biopsiados 

Biopsiados 

com sucesso 

Resultado 

Embrioes para 
transference 

Gestagao com 
segmento/ciclo 

Alteragoes 

cromossomicas 

812 

11.411 

72% 

(7.056/9.794) 

72% 

(5.062/7.056) 

99% 

(5.015/5.062) 

94% 

(4.725/5.015) 

24% 

(1.126/4.725) 

15% 

(126/812) 

Doengas 
ligadas ao X 

133 

1.747 

72% 

(1.141/1.574) 

75% 

(851/1.141) 

99% 

(844/851) 

95% 

(800/844) 

34% 

(275/800)* 

18% 

(24/133) 

Doengas 

monogenicas 

931 

12.402 

75% 

(7.622/10.135) 

70% 

(5.342/7.622) 

99% 

(5.306/5.342) 

89% 

(4.726/5.306) 

45% 

(2.374/5.306) 

23% 

(212/931) 

PGS 

3.900 

42.763 

71% 

(25.393/35.897) 

80% 

(20.181/25.393) 

99% 

(20.001/20.181) 

93% 

(18.592/20.001) 

36% 

(6.596/18.592) 

16% 

(619/3.900) 


‘Mulheres. 


zt£ 











testes em vilosidade corionica ou amniocen- que pode minimizar os riscos de transmissao 
tese. Uma alternativa, em alguns casos, esta de certas doengas para a prole em algumas 
na utilizagao de celulas gameticas doadas, o situagoes. 
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Albert Schinzel 


Achados clinicos em 
pacientes com aberragoes 
cromossomicas autossomicas 


Caracteriza^ao das 
aberragoes cromossomicas 
autossomicas 

As aberragoes cromossomicas autossomi¬ 
cas sao definidas pelos seguintes quatro cri- 
terios: retardo de crescimento intrauterino 
e pos-natal; um padrao de sinais de dismor- 
fismo, especialmente de elementos da facies, 
genitalia e segmento distal dos membros; 
malformagoes (geralmente multiplas); desen- 
volvimento mental comprometido. Apesar de 
nenhum dos quatro criterios ser obrigatorio, 
a deficiencia mental e a caracteristica mais 
consistente. Um padrao especifico de dismor- 
fismos e a caracteristica mais util para se es- 
tabelecer um diagnostico clinico, quando con- 
firmado com base em um numero suficiente 
de casos. 


Historia familiar e gravidez 

A grande maioria das aberragoes cromos¬ 
somicas nao e hereditaria. Os heredogramas 
de familias que mostram rearranjos autosso- 
micos hereditarios geralmente indicam uma 
grande incidencia de perdas fetais, fertilidade 
reduzida (principalmente em portadores mas- 
culinos) e neonatos com baixo peso ou prema- 
turos com multiplas malformagoes que vao 
a obito logo apos o nascimento. As seguintes 
complicagoes sao mais frequentes em gesta- 


goes com aberragoes cromossomicas do que 
em outras gestagoes: sangramentos no pri- 
meiro e segundo trimestres; ameagas de abor- 
to; poli-hidramnio ou, mais raramente, oligoi- 
dramnio; sinais de insuficiencia placentaria e 
retardo precoce do crescimento intrauterino. 

O monitoramento cuidadoso com ecogra- 
fia durante o segundo trimestre pode revelar 
anomalias como, por exemplo, crescimento 
intrauterino insuficiente, movimentos fetais 
anormais, anomalia na posigao dos mem¬ 
bros, inclusive maos permanentemente fe- 
chadas e pes com deformidades, volume au- 
mentado de fluido amniotico devido a atresia 
esofagica ou insuficiencia cerebral grave, 
malformagoes cerebrais com hidrocefalia, 
defeitos do tubo neural, micro-oftalmia, fen- 
da labial e fissura palatina, hernia umbilical, 
hidronefrose, bexiga aumentada, alem de 
muitas outras anomalias. Logo, um nume¬ 
ro crescente de anomalias cromossomicas 
e detectado na determinagao pre-natal do 
cariotipo, sendo sugeridas por achados eco- 
graficos anormais em maes jovens. Durante 
o periodo avangado da gravidez, o retardo 
do crescimento intrauterino e a insuficiencia 
placentaria frequentemente se tornam mais 
evidentes. A morte intrauterina na gravidez 
avangada e frequente em casos de trissomia 
18, del(4)(pter^pi5) e aberragoes cromos¬ 
somicas com holoprosencefalia. O parto de 
fetos com aberragoes cromossomicas tende a 
nao acontecer na data estimada, o que pode 
levar a danos adicionais a um cerebro ja es- 
trutural e/ou funcionalmente afetado. 
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Padrao de achados 
dismorficos 

Em muitas das aberragoes cromossomicas 
autossomicas mais conhecidas, um padrao 
especifico de achados dismorficos e a carac- 
teristica mais consistente e o parametro mais 
util no reconhecimento clinico de um caso iso- 
lado. Os tragos dismorficos sao considerados 
variagoes da forma e do tamanho normais e 
frequentemente nao ha um limite claro entre 
o que e dismorfico e o que e normal. Os dis¬ 
morfismos, ao contrario das malformagoes, 
geralmente nao afetam de modo adverso a 
fungao de um orgao, mas tern um efeito este- 
tico. Entretanto, as vezes e dificil separar um 
trago dismorfico de uma malformagao: a uvu¬ 
la bifida pode ser definida como um trago dis¬ 
morfico, enquanto a fenda palatina ou a fenda 
do palato mole sao malformagoes. 

Os tragos dismorficos podem se apre- 
sentar em qualquer parte do corpo, mas os 
locais preferidos sao o rosto, a genitalia e o 
segmento distal dos membros. Alguns exem- 
plos no rosto sao: tamanho, forma e posigao 
anormais das orelhas, fendas palpebrais obli- 
quas, hipertelorismo ocular, eixos oculares 
nao alinhados, tamanho e forma incomuns do 
nariz e da mandibula, configuragao palatina 
incomum, entre outros. Os tragos dismorficos 
podem simplesmente refletir um crescimento 
desproporcional durante o desenvolvimento 
fetal, e, nesse caso, frequentemente acontece 
um crescimento compensators no final da in- 
fancia ou na idade adulta. Dessa forma, os su- 
jeitos adultos com frequencia nao apresentam 
os dismorfismos que tinham quando criangas. 
Logo, quando incidences de tragos dismorfi¬ 
cos sao apresentadas em uma revisao de acha¬ 
dos clinicos sobre uma aberragao autossomi- 
ca especifica, a idade do paciente tern que ser 
levada em consideragao. Os recem-nascidos e 
as criangas pequenas com sindrome do mia- 
do do gato [del(5)(pter^pi5)] caracteristica- 
mente apresentam “rosto com forma de lua”, 
mas quando adolescentes e adultos tern rosto 
estreito, longo e frequentemente assimetrico. 
Na sindrome de Down, as pregas epicanticas e 
a fenda palpebral obliqua tendem a se tornar 
menos marcantes ou mesmo a desaparecer 
com a idade, enquanto a tipica lingua sulcada 
e os sulcos radiais nos labios tendem a ficar 


mais obvios com o avango da idade. A idade 
ideal para a avaliagao de tragos dismorficos e, 
geralmente, entre cerca de 3 a 4 semanas e 2 
anos de idade, quando as deformagoes devido 
as restrigoes intrauterinas e a pressao duran¬ 
te o parto nao estao mais presentes, e os dis¬ 
morfismos mais salientes ainda nao perderam 
intensidade. Por essa razao, sempre que pos- 
sivel, as ilustragoes devem levar em conside¬ 
ragao pacientes de varias idades e mostrar o 
mesmo paciente em diferentes idades. 

Os tragos dismorficos nao devem ser consi¬ 
derados como achados isolados. Ao contrario, 
estao intimamente ligados uns aos outros. A hi- 
poplasia da face media com ponte nasal baixa 
tambem leva a um nariz achatado, pregas epi¬ 
canticas e impressao de hipertelorismo ocular 
aumentada. Os dismorfismos tambem podem 
refletir malformagoes de orgaos internos ou 
desenvolvimento fetal anormal, que nao sao 
visiveis com um simples exame clinico. Muitos 
tragos sao uma consequencia direta de defici- 
encias neurologicas durante a embriogenese ou 
da formagao do feto, tais como, entre outros, 
orelhas salientes (insuficiencia do musculo au¬ 
ricular posterior), crista palatina lateral saliente 
(falta de pressao da lingua), ptose e estrabismo. 
As caracteristicas faciais de holoprosencefalia 
refletem a malformagao cerebral subjacente; o 
hipertelorismo e a inclinagao mongoloide dos 
olhos sao consequencias de uma deficiencia de 
estruturas do cerebro medio e da hipoplasia 
dos lobos frontais durante a embriogenese, e a 
sinostose craniana prematura e decorrente do 
fato de nao haver pressao causada pelo cerebro 
em crescimento. 

Um conjunto de dismorfismos e mais ca- 
racteristico de uma aberragao cromossomica 
autossomica do que um unico sinal dismorfi¬ 
co. A falta de um ou mais tragos nesse conjun¬ 
to nao afeta a impressao clinica geral. Assim, 
e o conjunto, e nao o sinal individual, que fre¬ 
quentemente permite o reconhecimento clini¬ 
co de um paciente com uma aberragao autos¬ 
somica ao primeiro olhar. O conjunto de dis- 
morfismo de varias aberragoes e muito mar- 
cante [p. ex., na trissomia 21, del(4)(pterpi5), 
dup(9p)], enquanto e menos caracteristico ou 
menos frequentemente reconhecido em al- 
gumas sindromes bem conhecidas, como na 
sindrome de dup(i8p), em muitos casos de 
trip(22)(pter^qn) e de dup(5p). A definigao 
de um padrao clinico de dismorfismos encon- 



trado em uma aberragao cromossomica autos- 
somica exige o conhecimento de pelo menos 
meia duzia de pacientes em diferentes idades, 
o que podera indicar quais sinais dismorficos 
sao consistentes. 


Malformagoes congenitas 

As malformagoes congenitas nao causam 
necessariamente dano ao paciente. As que 
afetam o esqueleto e a pele sao frequente- 
mente de mera importancia cosmetica, tais 
como hexadactilia pos-axial, apendices pre- 
-auriculares e fistulas, enquanto as malforma¬ 
goes dos olhos e orgaos internos, como cere- 
bro, coragao e rins, afetam a sobrevivencia e as 
fungoes vitais. Disturbios de desenvolvimento 
intrauterino localizados podem causar sinais 
dismorficos em uma ponta do espectro e mal¬ 
formagoes congenitas na outra. Como repre- 
sentam a ponta do espectro de maior gravida- 
de e mais rara, as malformagoes congenitas 
geralmente sao muito menos frequentes em 
uma aberragao cromossomica especifica do 
que um conjunto de tragos dismorficos, tendo 
assim menos importancia para o diagnostico 
clinico. Com a excegao de malformagoes pre- 
dominantemente herdadas devido a haploin- 
suficiencia no caso de uma delegao, nao ha, 
ate agora, praticamente nenhuma malforma¬ 
gao que esteja invariavelmente relacionada a 
uma aberragao cromossomica especifica. Da 
mesma forma que no caso de tragos dismor¬ 
ficos, uma combinagao especifica de varias 
malformagoes e mais caracteristica do que 


uma unica alteragao. Algumas combinagoes 
tipicas sao: 

• malformagoes pre-auriculares, coloboma 
ocular, atresia anal, malformagoes renais 
e cardiacas na sindrome de olho de gato; 

• fistula traqueoesofagica, aplasia radial, 
malformagoes cardiacas e ma rotagao in¬ 
testinal na trissomia 18; 

• aniridia, genitalia masculina ambigua com 
hipospadia e tumor de Wilms em casos de 
del(npi3); 

• atresia anal, coloboma ocular, defeitos 
cardiacos, falta do polegar, escroto bifido 
com hipoplasia peniana e holoprosencefa- 
lia em del(i3)(qi4^qter); 

• hexadactilia pos-axial, fenda labial e pa- 
latina, micro-oftalmia, coloboma ocular e 
holoprosencefalia na trissomia 13. 

As Tabelas 33.1 e 33.2 apresentam mal¬ 
formagoes selecionadas que sao comuns e 
incomuns, respectivamente, em aberragoes 
cromossomicas autossomicas. 

Ha uma regra geral de que os pacientes 
com retardo do crescimento uterino mais gra¬ 
ve tambem tern malformagoes mais frequen¬ 
tes e mais graves e, consequentemente, vao 
a obito mais precocemente do que pacientes 
com as mesmas aberragoes, mas com peso 
menos reduzido ao nascer. 

As malformagoes dos orgaos internos ge¬ 
ralmente incluem um espectro amplo, no qual 
um ou outro defeito pode ser especialmente 


TABELA 33.1 

Malformagoes comuns em aberragoes cromossomicas autossomicas 


Malformagoes comuns 


Malformagoes cerebrais, especialmente a holoprosencefalia e a agenesia do corpo caloso 
Micro-oftalmia, coloboma ocular 
Fenda palatal, fenda labial ou ambas 
Espinha bifida (occipital ou lombar) 

Malformagao do coragao e dos grandes vasos 

Atresia esofagica ou duodenal, fistula TE, atresia anal com fistula 

Ma rotagao intestinal, mesenterio comum, hernia umbilical 

Malformagao do rim e do trato urinario 

Ausencia ou hipoplasia radial e do polegar 

Hexadactilia pos-axial 
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TABELA 33.2 

Malformagoes incomuns em aberragoes cromossomicas autossomicas 


Malformagoes c*nuns 


Anencefalia, exencefalia, iniencefalia, otocefalia 
Gastrosquise 

Atresia do jejuno ou do Heo 
Situs inversus totalis 
Extrofia de bexiga ou cloaca 
Ectromelia 

Peromelia, amelia, focomelia, ectrodactilia 
Artrogripose congenita 
Defeito radial, fibulario ou ulnario 
Teratoma 

Gemeos acardiacos ou outros gemeos gravemente afetados 
Gemeos unidos 


comum em uma aberragao cromossomica. 
Por exemplo, na sindrome de Down quase 
metade dos pacientes tern malformagao car- 
diaca; uma variedade de defeitos cardiacs 
ocorre, mas a comunicagao atrioventricular e 
especialmente frequente se comparada com 
sua ocorrencia em pacientes com cariotipos 
normais. 

Na duplicagao de comprimento diferente 
do mesmo brago do cromossomo, as malfor¬ 
magoes congenitas sao mais frequentes e mais 
severas com o aumento do segmento duplica- 
do, mas o padrao dismorfico se mantem bas- 
tante constante. 


Anomalias 

esqueletais radiologicas 

Anomalias radiologicas menos importan- 
tes do esqueleto sao frequentes em aberragoes 
cromossomicas autossomicas, mas muitas ve- 
zes sao nao especificas. Entre os achados mais 
frequentes estao: forma e numero anormais 
de vertebras e costelas; formato anormal da 
pelvis; amadurecimento osseo retardado, epi- 
fise conica, pseudoepifise, e outras anomalias 
menores nos metacarpos, metatarsos e falan- 
ges. Ha, entretanto, algumas aberragoes com 
padroes mais especificos de achados radiolo- 
gicos de menor importancia: na trissomia 21, 
as vertebras lombares e a pelvis apresentam 


alteragoes caracteristicas. Um dos achados 
mais diagnostics da trissomia 8 em mosai- 
co e um conjunto de anomalias esqueletais 
que incluem ausencia de hipoplasia da pate- 
la, multiplas anomalias vertebrais e asas ili- 
acas abruptamente ascendentes. A anomalia 
dup(9p) tambem e acompanhada de achados 
radiologies caracteristicos, que incluem ossi- 
ficagao tardia ou defeituosa dos ossos pubicos, 
atraso importante no amadurecimento osseo, 
multiplas pseudoepifises de metacarpos e fa- 
langes, epifises grossas nas falanges distais 
dos primeiros raios e falanges medias dis- 
plasicas nos quintos raios. A sindrome del(i) 
(q2i^q25) possivelmente esteja relaciona- 
da com achados radiologies especificos nas 
maos e nos pes. 


Crescimento 

O crescimento tende a ser reduzido em 
pacientes com aberragoes cromossomicas au¬ 
tossomicas. Para muitas das aberragoes mais 
bem conhecidas ha um espectro especifico de 
retardo de crescimento intrauterino e pos- 
-natal. O historic genetico aparentemente 
tambem contribui para o grau de retardo do 
crescimento nas aberragoes cromossomi¬ 
cas autossomicas. A estatura extremamente 
baixa, como e encontrada em muitas sindro- 
mes de displasia ossea, nao e caracteristica 
de aberragoes cromossomicas. Se o nanismo 


extremo e encontrado em um paciente com 
uma aberragao para a qual e infrequente, uma 
deficiencia de hormonio do crescimento deve 
ser considerada. A deficiencia desse hormonio 
provavelmente seja mais frequente nas aber¬ 
ragoes cromossomicas autossomicas, mas e 
muitas vezes nao diagnosticada, pois esses 
pacientes ja tendem a ter, de qualquer forma, 
baixa estatura. A deficiencia de hormonio do 
crescimento ja foi comprovada, entre outros, 
em casos de trip(22)(pter^qn) (sindrome de 
olho de gato) e del(i8p). 

A idade ossea e atrasada em muitas sindro- 
mes, como na del(4)(pter^pi6.3 para pi5) e 
dup(9p). Nesses pacientes, e em muitos ca¬ 
sos de aberragoes autossomicas, a puberda- 
de e retardada e encurtada, e o crescimento 
pode continuar ate a idade de 22 ou mesmo 
25 anos. Logo, nossas curvas de crescimento 
padrao e as tabelas de previsao de altura final 
nao podem ser aplicadas corretamente a pa¬ 
cientes com aberragoes cromossomicas. Ha 
curvas de crescimento especificas para 45,X e 
trissomia 21. 


Puberdade e fertilidade 

Da mesma forma que a hipoplasia geni¬ 
tal, a puberdade retardada e encurtada e um 
achado bastante constante em muitas aberra¬ 
goes cromossomicas autossomicas. Os casos 
de homens ferteis sao muito incomuns, tendo 
sido encontrados apenas casos individuals de 
alguns sujeitos com cromossomos autossomi- 
cos em anel e casos ocasionais de trissomia 8, 
trissomia 21 e trip(22)(pter^qn) (sindrome 
de olho de gato). A razao disso possivelmente 
esteja nao apenas na hipoplasia gonadal e na 
disfungao, mas tambem na inteligencia redu- 
zida e no comportamento nao agressivo. Os 
resultados de exames histologicos testicula- 
res, meioses e espermogramas em pacientes 
com sindrome de Down nao excluem a ferti¬ 
lidade. 

Em mulheres com aberragoes autossomi¬ 
cas, a puberdade normal e a fertilidade sao 
mais comuns do que entre homens. A disge- 
nese gonadal e uma caracteristica de algumas 
aberragoes, incluindo as trissomias 13 e 18, e a 
hipoplasia ovariana tambem ocasionalmente 
e encontrada. Em geral, sabemos pouco sobre 
a histologia e a fungao ovarianas em pacientes 


com aberragoes cromossomicas autossomicas, 
principalmente porque muitas sao descritas 
quando ainda criangas, mas tambem porque 
raramente se obtem biopsias. Ha relatos de 
gravidez em pacientes com trissomia 21, va- 
rios cromossomos em anel, del(i8p), del(i8) 
(q2i^qter), trissomia 8 em mosaico, trip(22) 
(pter^qn) e duplicagoes, alem de mais rara¬ 
mente, delegoes de varios segmentos autosso- 
micos menores. 


Complexos de malformagoes, 
associates e sindromes 
relacionadas a aberragoes 
cromossomicas 
autossomicas 

Um complexo ou uma sequencia de mal¬ 
formagoes e definida como multiplos defeitos 
estruturais causados por um defeito localiza- 
do durante o inicio da embriogenese. Alguns 
exemplos sao a holoprosencefalia (anomalias 
cerebrais e faciais devidas a hipoplasia presu- 
mida da notocorda) e o complexo de malfor- 
magao de ameixa seca (bexiga grande, agene¬ 
sia dos musculos abdominais, criptorquidia e 
hidronefrose apos obstrugao da uretra fetal). 
Se um recem-nascido tern um conjunto de 
malformagoes com nenhuma outra anoma- 
lia adicional, isso ocorre devido a um evento 
esporadico e nao a uma aberragao cromosso- 
mica, nem a um unico gene mutante. Se ou- 
tras anormalidades e malformagoes nao ex- 
plicadas pelo defeito localizado especifico sao 
encontradas, uma aberragao cromossomica 
mais provavelmente seja a causa subjacente. 
Entretanto, em casos raros, um complexo de 
malformagoes pode ser o unico achado em 
uma aberragao cromossomica que seja obvia 
ao nascimento. Logo, um exame cromosso- 
mico deve ser realizado em criangas que te- 
nham um conjunto de malformagoes fatais, 
nas quais o acompanhamento nao e possivel. 
Exemplos de tais situagoes sao os casos de 
complexo de malformagoes de DiGeorge ou 
holoprosencefalia. 

Os seguintes conjuntos de malformagao 
estao associados com as seguintes aberragoes 
cromossomicas: holoprosencefalia (HPE) com 
trissomia 13, triploidia, del(i8p), del(i3q), 
inclusive (i3)(q2i^qter), delegoes de 7q36 
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(pelo menos quatro dos segmentos contem 
genes para HPE); complexo de malforma¬ 
goes DiGeorge com del(22qii.2) e del(io) 
(pter^pi.3); complexo de malformagoes de 
abdome de ameixa seca com trissomias 13 e 
18; complexo de malformagoes Robin com 
del(4)(q3i^qter); complexo de malforma¬ 
goes facio-auriculo-vertebral com trip(22) 
(pter^qn). 

Uma associagao e definida como uma 
combinagao nao aleatoria de dois ou mais 
defeitos estruturais que nao sao devidos a um 
unico disturbio localizado de embriogenese. 
Alguns exemplos sao as associagoes VATER 
e VACTERK (anomalias vertebrais, atresia 
anal, fistula TE, defeitos cardiacos, anoma¬ 
lias renais e dos membros) e a associagao en- 
tre aniridia e tumor de Wilms. Ambas podem 
ser devidas a aberragoes cromossomicas. A 
associagao entre aniridia e tumor de Wilms 
e encontrada em pacientes com del(npi3); 
esse segmento contem tanto o gene da ani¬ 
ridia como um dos genes do tumor de Wilms 
(WTi). Esses casos frequentemente apresen- 
tam genitalia masculina ambigua e outras 
anomalias de maior ou menor importancia, 
inclusive retar do mental. Outros casos com 
essa associagao e cromossomos normais 
geralmente nao apresentam esses achados 
extras. A associagao VATER pode ser encon¬ 
trada em varias aberragoes autossomicas, in¬ 
clusive na trissomia 18, del(i3)(q2i^qter) e 
trip(22)(pter^qii). Uma aberragao cromos¬ 
somica deve ser suspeitada em qualquer caso 
de associagao do tipo VATER em que o pa- 
ciente tambem apresente outras anomalias 
e/ou retardo somatico ou mental. 

Uma sindrome e definida como uma com¬ 
binagao de dismorfismos e/ou malformagoes 
que presumivelmente sejam devidas a mes- 
ma etiologia conhecida, mas nao possam ser 
explicadas por um unico defeito localizado 
na embriogenese. A maioria das sindromes 
e resultado de genes mutantes ou de aber¬ 
ragao cromossomica. Um dos exemplos de 
sindromes com etiologia ainda desconhe- 
cida e a sindrome de Cornelia De Lange. 
Descobriu-se que casos do tipo De Lange, 
por exemplo, tinham dup(3)(q2i^qter) ou 
dup(i3)(q2i^qter). Um estudo com uma se- 
rie maior de pacientes tipicos com a sindro¬ 
me de Lange, por outro lado, nao encontrou 
nenhum caso com cariotipo anormal. 1 


Aberragoes 

cromossomicas e tumores 

Nao ha atualmente como responder a 
questoes como se os portadores de aberragoes 
cromossomicas, como um grupo, tern mais 
chances de ter tumores. A leucemia na infan- 
cia precoce e mais frequente na sindrome de 
Down do que na populagao em geral. Uma as¬ 
sociagao entre a trissomia 8 e varios tumores 
foi sugerida, ja que a trissomia 8 e um acha- 
do bastante frequente nas celulas de medula 
ossea de pacientes com leucemia; entretanto, 
essa associagao nao foi estabelecida de forma 
definitiva ate agora. O mosaicismo com uma 
linhagem de celulas 46,XY contendo um Y es- 
truturalmente anormal e outra linhagem de 
celulas 45,X geralmente e associado com o go- 
nadoblastoma, que com frequencia ocorre na 
puberdade ou apos esse periodo. 

Outra questao e a perda de um alelo do 
gene protetor contra tumores atraves da de- 
legao cromossomica. Se isso ocorre, a proba- 
bilidade de que outro alelo tenha passado por 
mutagao ou sido perdido em pelo menos uma 
celula do orgao em que o tumor ocorreria e 
alta. Alguns exemplos sao o retinoblastoma, 
em casos de del(i3qi4) (gene Rbi), e o tumor 
de Wilms, em del(npi3) (gene WTi). 


Aberragoes cromossomicas 
em gemeos monozigoticos 

Os gemeos monozigoticos oferecem a 
chance de estudarmos a influencia de fatores 
ambientais intrauterinos na ocorrencia de 
tragos dismorficos, malformagoes e retardo 
de crescimento nas aberragoes autossomicas. 
Uma comparagao de relatos de casos de varias 
aberragoes em gemeos monozigoticos concor- 
dantes mostra o seguinte: gemeos monozigo¬ 
ticos geralmente sao discordantes para cresci¬ 
mento pre-natal; eles sao muito semelhantes 
quanto aos seus dismorfismos; o achado mais 
surpreendente e a alta taxa de discordancia 
para malformagoes congenitas (exceto aque- 
las causadas por haploinsuficiencia); o cresci¬ 
mento e o desenvolvimento pos-natal sao bas¬ 
tante discordantes, se as diferengas devidas a 
cerebros discordantes e outras malformagoes 



forem levadas em consideragao. A implica- 
gao dessas observagoes e que o crescimento 
pre-natal na presenga de uma aberragao cro- 
mossomica e amplamente influenciado pelo 
suprimento de sangue placentario, e apesar 
das aberragoes cromossomicas autossomicas 
predisporem o feto a certas malformagoes es¬ 
pecificas, sua expressao e, em ultima analise, 
devida a diferengas sutis do desenvolvimento 
intrauterino (suprimento de sangue placenta¬ 
rio, entre outros). 


Desenvolvimento motor e 
mental e comportamento 

O grau de dano mental e caracteristico de 
cada aberragao cromossomica: o desenvolvi¬ 
mento mental varia entre certos limites que 
sao influenciados por aberragao especifica, 
fatores geneticos (familiares), influencias ad- 
versas intrauterinas e perinatais e de acordo 
com malformagoes e deficiencias especificas, 
tais como malformagoes cerebrais, surdez, 
cegueira, dano motor e outros. Uns poucos 
exemplos disso incluem a grande proporgao 
de pacientes com trissomia 8 em mosaico, 
que tern retardo mental de leve a moderado, 
uma minoria tern inteligencia mediana ou 
tern retardo grave, sendo que os ultimos fre- 
quentemente apresentam agenesia do corpo 
caloso. Ha raros exemplos de del(i8p) com 
desenvolvimento mental normal; entretanto, 
a maioria funciona dentro de um espectro de 
retardo mental moderado, com QI proximo a 
50; uma minoria, que inclui todos os pacientes 
com holoprosencefalia, tern retardo mental de 
grave a profundo. O dano mental na sindrome 
de Down geralmente e de moderado a grave, 
e raramente apenas leve ou profundo. A sin¬ 
drome de del(4)(pter^pi5) (Wolf) esta inva- 
riavelmente associada com retardo mental de 
grave a profundo. 

Apesar de a deficiencia mental grave ser ca- 
racteristica da maioria das aberragoes cromos¬ 
somicas individual, umas poucas aberragoes 
sao compativeis com inteligencia normal em 
alguns propositos. Uma minoria dos pacien¬ 
tes com a sindrome de olho de gato [trip(22) 
(pter^qn)], dup(i8p), del(i8p) e trissomia 8 
em mosaico se encaixa nessa categoria. Alem 
disso, ha relatos de casos individual de du- 
plicagao de segmentos intersticiais, tais como 


dup(i3)(q2i^q22) e dup(3)(q22^q24), que 
mostram inteligencia normal e pouco ou ne- 
nhum estigma fisico. Esses casos sao detecta- 
dos durante investigagoes da familia quando 
outros membros com graves deficiencias apre¬ 
sentam delegao do mesmo segmento devido a 
uma translocagao insercional familiar. Como 
nao foram relatados outros casos, nao se sabe 
se, nos casos do tipo descrito anteriormente, 
o desenvolvimento intelectual e sempre, ge¬ 
ralmente, frequentemente ou ocasionalmente 
normal. 

Em relagao a fungoes motoras e mentais 
especificas, observa-se, em geral, que a lin- 
guagem e desproporcionalmente anormal em 
pacientes com aberragoes autossomicas. 2 ’ 3 As 
habilidades motoras e a adaptagao social sao, 
em geral, relativamente boas, mas as fungoes 
intelectuais exigidas para combinagoes e ma- 
tematica costumam ser bastante pobres. 

Pouco se sabe sobre as caracteristicas 
comportamentais especificas dos pacientes 
com aberragoes autossomicas. A maioria dos 
casos com aberragoes mais bem conhecidas 
nao apresenta problemas psicologicos graves 
que nao possam ser explicados por seu am- 
biente. Parece haver, entretanto, algumas ex- 
cegoes. A aberragao mais bem conhecida que 
se apresenta associada a um comportamento 
determinado e a sindrome de Smith-Magenis 
[del(i7pn.2)]. Especificamente, os tragos ca- 
racteristicos sao tristeza e frustragao, mudan- 
gas repentinas de humor, acessos de gritos, 
hiperatividade, dificuldade de concentragao, 
irritabilidade, comportamento impulsivo e 
agressivo com acessos de birra, atos violentos, 
comportamentos de cogar, morder e puxar 
os cabelos, comportamentos autodestrutivos 
e automutilagoes. Outro exemplo e a sindro¬ 
me trip(i5)(pter^qi3). Muitos dos pacientes 
com esse cromossomo dicentrico extra sao 
ansiosos, hiperativos, autoagressivos e apre¬ 
sentam tremores, uma baixa tolerancia a frus¬ 
tragao e tragos autisticos, podendo ate mesmo 
apresentar comportamento psicotico e sofrer 
disturbios convulsivos. O retardo mental e de 
grau moderado a profundo. Muitos pacientes 
com cromossomos autossomicos em anel que 
tern poucas anomalias fisicas e retardo mental 
de leve a moderado apresentam caracteristi¬ 
cas semelhantes, inclusive a agressividade. 
Isso e particularmente verdadeiro para pa¬ 
cientes com o cromossomo r(2o), que, alem 
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disso, frequentemente desenvolvem epilepsia 
lobotemporal. O comportamento agressivo 
e sinais de esquizofrenia sao repetidamente 
relatados em pacientes com cromossomos 
r(i8). 4 ’ 5 Tambem foi relatada esquizofrenia 
em uma menina de inteligencia normal que 
tinha trissomia 8 em mosaico. 6 


Correlates entre 
cariotipo e fenotipo 

O mosaicismo para um cromossomo adi- 
cional ou perdido resulta em uma expressao 
clinica reduzida para uma trissomia, duplica¬ 
gao ou delegao. Em geral, o grau de deficien- 
cia fisica e mental esta correlacionado com a 
percentagem de metafases aberrantes; essas, 
entretanto, podem variar consideravelmente 
entre os diferentes tecidos. 

Para a duplicagao de segmentos autossomi- 
cos, o grau de retardo de crescimento e mental 
e a incidencia de malformagoes em geral estao 
positivamente correlacionados com o tama- 
nho do segmento duplicado ate um tamanho 
que e incompativel com a vida, exceto para as 
poucas trissomias autossomicas. 

A duplicagao de um segmento autossomi- 
co especifico leva a uma alteragao fenotlpica e 
deficiencias menos graves do que a delegao do 
mesmo segmento. Para muitos, e especialmen- 
te os segmentos maiores, apenas a duplicagao 
e conhecida, provavelmente porque a delegao 
nao permite a sobrevivencia intrauterina. 

Algumas caracteristicas fenotipicas podem 
ser mapeadas em relagao a segmentos autos- 
somicos especificos. A hexadactilia pos-axial e 
um achado frequente na trissomia 13; se casos 
de duplicagao de varios segmentos do cromos¬ 
somo 13 forem estudados, a hexadactilia pos- 
-axial so sera encontrada nas duplicagoes dos 
segmentos que incluem (i3)(q3iqter). Nesses 
casos, ocorre tao frequentemente quanto na 
trissomia 13 total. Pode-se, dessa forma, con- 
cluir que a duplicagao de (i3)(q3iqter) e res- 
ponsavel pela hexadactilia pos-axial na tris¬ 
somia 13 total. Uma correlagao semelhante e 
vista na ausencia de corpo caloso na trissomia 
8 em mosaico e na dup(8p). O mapeamen- 
to das malformagoes no sentido de que uma 
malformagao em particular ocorre apenas, e 
sempre, em aneuploidia de um segmento cro- 


mossomico especifico se mostrou ate agora 
impossivel. Algumas caracteristicas chegam 
muito proximo dessa exclusividade. A aniri¬ 
dia, por exemplo, foi encontrada em todos os 
pacientes com del(npi3) nos quais o gene da 
aniridia e incluido na delegao; entretanto, foi 
ocasionalmente observada na trissomia 13 e 
em outras aberragoes autossomicas. O reti¬ 
noblastoma e muito frequente em del(i3qi4) 
com a perda de um alelo do gene Rbi, mas 
provavelmente tambem seja mais frequente 
do que esperado na sindrome de Down. 

A triplicagao (tetrassomia parcial) na for¬ 
ma de um cromossomo extra foi encontrada 
em humanos apenas em alguns segmentos au- 
tossomicos, incluindo 5p em mosaico, 8p, 9p, 
I2p, i8p, (i5)(pter^qi3), (2i)(pter^q22.i) 
e (22)(pter^qii). A triplicagao geralmente 
surge de forma adquirida como um evento 
esporadico, sendo, dessa forma, mais dificil 
de demonstrar do que a duplicagao. As tripli- 
cagoes intersticiais parecem nao ser tao raras 
quanto anteriormente se supunha, mas po¬ 
dem ser demonstradas apenas com metodos 
citogeneticos moleculares, particularmente a 
FISH. As caracteristicas clinicas de trip(9p) 
sao bastante semelhantes aquelas encontra- 
das em dup(9p), mas a incidencia de malfor¬ 
magoes provavelmente seja mais alta na tri¬ 
plicagao. As triplicagoes de segmentos de 15, 
18 e 22 mencionadas anteriormente tambem 
parecem levar a achados clinicos mais graves 
e distintos do que a duplicagao do segmento 
correspondente. 

A recente detecgao de rearranjos subtelo- 
mericos submicroscopicos (na maioria micro- 
delegoes) pela aplicagao de analise de marca- 
dores microssatelites ou FISH, 7 MLPA 8 ou 
aCGH 9 ajudou a definir algumas aberragoes 
cromossomicas que sao dificeis ou impossiveis 
de determinar nos cariotipos usando tecnicas 
de banda, como, por exemplo, as delegoes dis- 
tais ip e 22q, a delegao intersticial I7q2i.3i 
e translocagoes reciprocas sutis. Alem dis¬ 
so, mostrou-se que algumas microdelegoes 
e duplicagoes subtelomericas e intersticiais 
apresentam retardo mental com ou sem anor- 
malidades fisicas adicionais. Essa observagao 
esta em paralelo com os achados em pacientes 
com cromossomos autossomicos em anel com 
pontos de quebra muito terminais. Por outro 
lado, alguns pacientes com rearranjos submi¬ 
croscopicos apresentam apenas caracteristi- 



cas autistas, como atraso do desenvolvimen- 
to, apenas padroes dismorficos (mesmo muito 
leves) com ou sem retardo metal e, algumas 
vezes, um dos pais com achados limitrofes ou 
mesmo sem nenhum achado anormal, apesar 


de o rearranjo ser o mesmo, o que indica que 
algumas aberragoes nao causam consistente- 
mente um fenotipo anormal. Estamos somen- 
te no inicio da detecgao de um grande numero 
de tais aberragoes. 
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pseudo-hipoparatireoidismo 
tipos lA e lB, 134 

regioes que sofrem imprinting , 130 
reprodugao assistida e erros no padrao 
de imprinting , 135-136 
reprogramagao da metilagao na linhagem 
germinativa, 128-129 
sindrome de Angelman, 130-131 
sindrome de Prader-Willi, 130 
sindrome de Silver-Russel, 131-133 
sindrome de Wiedemann-Beckwith, 133 
vantagem evolutiva, 129-130 
Indice de divisao nuclear (analise), 190 
Infertilidade 

e abortamentos de repetigao (alteragoes 
citogeneticas), 286-293 
abortamento 

investigagao citogenetica, 288-292 
anormalidades cromossomicas, 
289-291 

poliformismos e infertilidade, 
291-292 
infertilidade 

falencia ovariana prematura, 288 
outras aneuploidias sexuais, 288 
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primaria e secundaria (investigates), 
292-293 

relagao com cromossomopatias, 
286-288 

sindrome de Klinefelder, 286-287 
sindrome de Turner, 287-288 
masculina, 166 
ensaio cometa, 200-201 
Insergao (aberrates cromossomicas 
estruturais), 90 

Instabilidade cromossomica e cancer, 253 
Interfase (ciclo celular), 26-28 
Inversao 

aberrates cromossomicas estruturais, 
85-87 

do cromossomo X (alteragoes cromossomos 
sexuais), 114 
Isocromossomo 

do Y (alteragoes cromossomos sexuais), 
116-117 

isodicentrico, 84, 83-84 
Isodicentrico (aberragoes cromossomicas 
estruturais), 84 

K 

Klinefelter (47,XXY), 122 

L 

Leucemia 

eosinofilica cronica, 222 
linfocitica aguda 

diagnostico citogenetico, 223-233 
anormalidade citogeneticas, 224-227 
anormalidades (significado clinico e 
prognostico), 227-231 
definigao, epidemiologia, 223 
etiologia, 223-224 
linfocitica cronica 
diagnostico citogenetico, 234-241 
alteragoes cromossomicas, 236-238 
anormalidades (significado clinico 
e prognostico), 238-241 
avaliagao citogenetica, 234-236 
definigao, epidemiologia, 234 
mieloide aguda 

diagnostico citogenetico, 208-212 
diagnostico, imunofenotipagem, 
citogenetica, 208-211 
hibridizagao in situ por fluorescencia, 
205-207 

tecnicas moleculares, 211-212 
mieloide cronica (diagnostico citogenetico), 
203-207 


Linfocitos 
ensaio cometa, 196 

do sangue periferico - dano do DNA, 171 
Linfoma 

de celulas B, 246-248 
de celulas natural killer, 249 
de celulas T, 248-249 
de Hodgkin, 249 
maligno 

diagnostico citogenetico, 242-251 
anormalidades (significado clinico 
e prognostico), 250-251 
anormalidades citogeneticas, 244-249 
definigao, epidemiologia, 242-244 
diagnostico citogenetico-etiologia, 244 
Liquido amniotico (analise citogenetica), 
58-59 

M 

Malformagoes congenitas, 319-320 
Medula ossea (analise citogenetica), 57 
Metafase 
meiose I, 36 
meiose II, 37 
mitose, 29-30 

Metodo de array-CGH, 273-275 
Microarranjos ou array-CGH, 273-279 
Microdissecgao e pintura cromossomica 
re versa, 268-269 

Micronucleos 
criterios para analise, 189 
micronucleos, tecnica de, 182-183 
frequencia de (fatores de influencia) 191-192 
tecnica 

bloqueio da citocinese celular, 180-193 
buds nucleares, 184 
celulas binucleadas, 182 
criterios, 187-190 
evolugao da tecnica, 180-181 
formagao de MNs, BUDs e PNPs 

(modelos de ajuste), 184-187 
frequencia de micronucleos, 191-192 
metodologias, 181-182 
micronucleos, 182-183 
pontes nucleoplasmaticas, 183-184 
Mielofibrose primaria, 221 
Mitose, 28-33 
bipolar assimetrica, 32 
multipolar, 32 

Modelo (tecnica de micronucleos) 
de Gisselsson e colaboradores, 187 
de Lidberg e colaboradores, 187 
de Shimizu, 185-186 
de Tanaka e Shimizu, 186 



Monossomia, 74 

7 e delegao do brago curto do 7, 216 
Mosaicismo, 120 

cromossomico (abortamentos de repetigao), 
290 

N 

Nao disjungao autossomica, 38-39 
NulissomiaY, 216 

O 

Osteodistrofia hereditaria de Albright e 

pseudo-hipoparatireoidismo 
tipos lA e lB, 134 

Ovario e pulmao (biopsia de pele), 61-62 
Ovogenese, 38 

P 

Paciente (aberragao cromossomica 
autossomica), 317-325 
Pele (biopsia pulmao e ovario), 61-62 
PNPs (criterios para analise), 189 
Policetemia vera, 219-220 
Poliformismos e infertilidade, 291-292 
Poliploides, 122-123 
Politenia, 32 
Polo-quinases, 46-48 
Ponte nucleoplasmatica, 33 
micronucleos, tecnica de, 183-184 
PRINS, 270 
Profase 
I, II, 35-37 
mitose, 29 

Proteina (ciclo celular), 44-49 
Proteina-quinases dependentes de ciclina, 
45-46 

Pseudo-hipoparatireoidismo tipos lA e lB, 134 
Puberdade e fertilidade (aberragao 

cromossomica autossomica), 321 
Pulmao (biopsia de pele), 61-62 

R 

Recombinagao (alteragoes cromossomicas), 164 
Reprodugao assistida 
ensaio cometa, 200-201 
erros no padrao de imprinting, 135-136 

S 

Satelites e hastes dos satelites dos 
cromossomos, 22 

Sindrome 
47,XYY, 108-110 
com instabilidade cromossomica 
anemia de Fanconi, 151-161 
genetica molecular, 159-160 


de Angelman, 130-131 
de Angelman, 259 
de Down, 76-78 
de Jacobsen e FRA11B, 149 
de Klinefelter, 106-108, 286-287 
de Langer-Giedion, 261 
de microdelegao cromossomica, 258-263 
aconselhamento genetico, 262 
associagao WAGR, 261 
delegao ip36, 261-262 
sindrome de Angelman, 259 
sindrome de Langer-Giedion, 261 
sindrome de Miller-Dieker, 261 
sindrome de Prader-Willi, 258-259 
sindrome de Smith-Magenis, 260 
sindrome de Williams-Beuren, 260-261 
sindrome velo-cardio facial, 259-260 
de Miller-Dieker, 261 
de Prader-Willi, 130, 258-259 
de Silver-Russel, 131-133 
de Smith-Magenis, 260 
de Turner, 110-113 
45, X, 122 

infertilidade, 287-288 
de Wiedemann-Beckwith, 133 
de Williams-Beuren, 260-261 
do X fragil, 149 

mielodisplasica (diagnostico citogenetico), 
213-218 

delegao 20q, 216 
delegao 5q isolada, 215 
delegoes do brago longo do cromossomo 
11, do brago curto do 12 e do 
brago longo do 13, 217 
hibridizagao in situ por fluorescencia, 217 
monossomia 7 e delegao do Brago curto 
do 7, 216 
nulissomiaY, 216 

sindrome mielodisplasica primaria e 
secundaria, 217 
trissomia 8, 216 
mieloproliferativas cronicas 
diagnostico citogenetico, 219-222 
leucemia eosinofilica cronica, 222 
mielofibrose primaria, 221 
policetemia vera, 219-220 
trombocitemia essencial, 221 
velo-cardio facial, 259-260 
Sitios frageis, 147-161 
classificagao, 147-148 
dinamica da replicagao, 148-149 
doengas, 149-150 
deficiencia mental FRAXE, 149 
sindrome de Jacobsen e FRA11B, 149 
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smdrome do X fragil, 149 

sitios frageis comuns e cancer, 149-150 

T 

Tabagismo (frequencia de micronucleos), 191 
Tecidos, tecnicas de cultura de (analise 
citogenetica), 54-62 
bases, 54-62 

analise ao microscopico, 57 
biopsia de pele, 61-62 
biopsia de vilosidades corionicas, 60-61 
coleta de celulas, 56 
coloragao e bandeamento, 57 
liquido amniotico, 58-59 
manuseio e sucesso, 55 
medula ossea, 57 
meio de cultura, 56 
preparagao das laminas, 57 
tipos, 55-56 
Tecnica 

de cultura de tecidos, 54-62 
de FISH (variantes), 267-270 
de micronucleos com bloqueio da 

citocinese celular, 180-193 

Telofase 
I, II, 37 
mitose, 30-31 
Telomeros, 20-21 
Teraploidia, 72 

Tetrassomias e pentassomias, 74 
Translocagao 
com o cromossomo Y, 117 
com origem definida e destino aleatorio, 94 


cromossomicas reciprocas, 290 
de brago inteiro, 92-93 
do cromossomo X com autossomos, 124 
reciproca, 87-90 

robertsoniana(s), 90-92, 290-291 
X;autossomo, 114-115 

Translucencia nucal (diagnostico pre-natal), 
281-282 
Triplo X (47,XXX), 122 
Triploidia, 71-72 
Trissomia, 74 
8, 216 

do cromossomo 8, 78 
do cromossomo 9, 78 
do cromossomo 12 - leucemia linfocitica 
cronica, 237-238, 239 
do cromossomo 13, 77 
do cromossomo 16, 78 
do cromossomo 18, 77 
do cromossomo 76-78 
Trissomias de cromossomos autossomicos, 
74-75 

Trombocitemia essencial, 221 
Tumores 

e aberragoes cromossomicas, 322 
solidos (citogenetica), 252-257 
citogenetica classica, 253-255 
citogenetica molecular, 255-257 
instabilidade cromossomica e cancer, 
253 

V 

Vilosidades corionicas, biopsia de, 60-61 



